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蛋 白激酶 Ｃｄ ｅ ｌ ｔ ａ 和钙离子感受器 Ｓ Ｔ Ｉ Ｍ １ 在 昆虫变态发育

中的功能研究

摘要

研宂背景、 存在的科学问题及研宄意义

在 昆虫发育过程中 ， 蜕皮激素 （ ２ ０Ｅ ） 和保幼激素 （ ＪＨ ） 协 同调控昆虫的蜕皮

和变态 。 ＪＨ 在幼虫期滴度较高 ， 促进幼虫进取食和组织的生长发育 。 ２０Ｅ 在蜕皮及

变态期滴度较高 ， 促使蜕皮和变态的发生 。 变态期的昆虫体 内幼虫组织逐渐凋亡和

成虫组织逐渐形成 。 在形成成虫后 ， 幼虫中肠完全降解消失 ， 其中包含
一

系列 的信

号转导途径 ， 是当前昆虫领域研宄的热点 。 ２ ０ 信号途径在促进幼虫组织凋亡中 起着

关键作用 。 ２０Ｅ 通过非基因组途径和基因组途径诱导细胞凋亡也 己经比较确定 。

蛋 白激酶 Ｃ（ＰＫＣ ） 属于丝氨酸 ／苏氨酸蛋 白激酶超家族的
一

员 ， 能够促使多种

蛋 白质在丝氨酸或苏氨酸位点发生磷酸化 ， 参与细胞的 多种代谢活动 。 在 昆虫 ２ ０Ｅ

诱导 的基因转录过程 中 ， ＰＫＣ 同样起着关键作用 。 由 ＰＫＣ 所介导 的超气 门 蛋 白

（ＵＳＰ ） ， 细胞周期依赖的蛋 白激酶 １ ０（ ＣＤＫ １ ０ ） 的磷酸化决定 了２０Ｅ 诱导的基因

表达以及 昆虫变态的发生 。 而在生物体 内 存在多种类型的 ＰＫＣ ， 具体是哪种 ＰＫＣ

参与 ２０Ｅ 途径诱导细胞凋亡并没有明确 的报道 。

Ｃ ａ
２＋作为胞 内第二信使与细胞凋亡密切相关 ， 高浓度 Ｃａ

２＋通过激活蛋 白激酶 Ｃ

（ＰＫＣ ） 以及下游的 Ｃａ ｓｐａ ｓｅ
－

３ 促使线粒体中 细胞色素 Ｃ 的释放最终导致细胞凋亡 。

在昆虫变态发育过程中 ， ２ ０Ｅ 通过非基 因组途径快速提高胞 内 Ｃａ
２＋

浓度 ， 包括 内钙

＋

的释放和外钙的 内流 。 虽然 目 前 己经有研究证明 ２０Ｅ 以钙池操纵 Ｃａ
２＋

内 流 （ ＳＯＣＥ ）

的方式增加胞 内 Ｃａ
２＋浓度 ， 但是具体的作 用 机理并不十分清楚 。 基质 作用 分子 １

（ ＳＴＩＭ １ ） 作为 Ｃａ
２＋感受器参与 ＳＯＣＥ ， 在变态期响应 ２０Ｅ 信号 以及下游效应 的机

制还不清楚 。 本论文通过研宄 ＰＫＣ 以及 ＳＴＩＭ １ 在 ２０Ｅ 促使细胞凋亡信号途径 中 的

功能 ， 进
一

步 明确及完善 昆虫蜕皮激素的非基因组信号途径及其与基因组信号途径

之间的相互关系 。 阐明 ２０Ｅ 促进 昆虫变态发 育中程序性细胞死亡 的机制 。

１
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研宄结果及结论

在棉铃虫变态时期的部分组织 中 ， ２０Ｅ 通过活化 ＥｃＲＢ ｌ ／Ｕ ＳＰ ｌ 核转录复合体来

上调表达 ＰＫＣＳ 。 在幼虫期通过 ＲＮＡ 干扰降低 ＰＫＣ Ｓ 的表达后抑制 了幼虫组织 的程

序性细胞死亡 ， 同时抑制 了细胞凋亡相关基 因的表达 ， 因此抑制了棉铃虫幼虫到蛹

期的转变 。 ＰＫＣ５ 在第 １ ３４ ３ 位 的苏氨酸上会发生磷酸化 ， 该磷酸化位点对 ＰＫＣ５ 发

挥促凋亡功能是必需的 。 此外 ， 在表皮细胞系上过表达 ＰＫＣＳ 的催化结构域后定位

在细胞核 中并诱导 Ｃａ ｓｐａｓｅ
－

３ 的活化 ， 促使细胞凋亡 。 ＥｃＲＢ ｌ 的磷酸化对于异源二

聚体 ＥｃＲＢ ｌ ／Ｕ ＳＰ ｌ 复合体的形成 以及该复合体与 蜕皮激素应答元件 ＥｃＲＥ 的结合都

具有决定性的作 用 。 ２０Ｅ 通过上调表达 ＰＫＣＳ 诱导 ＥｃＲＢ ｌＳｅ ｒ４ ６ ８ 的磷酸化进而形成

ＥｃＲＢ ｌ ／Ｕ ＳＰ ｌ 核转录复合体 ， 促使凋亡相关基因 的转录并导致细胞凋亡 ， 促进 昆虫

变态发育 。

在变态发 育时期 ， ２０Ｅ 通过 Ｇ 蛋 白偶联受体 （ ＥｒＧＰＣＲ－

１ 和 ＥｒＧＰＣＲ －２ ） 以及核

转录因 子 （ ＥｃＲＢ ｌ 和 ＵＳＰ １ ） 促使 ＳＴ１Ｍ １ 上调表达 。 ２０Ｅ 促进 ＥｃＲＢ ｌ 与 ＥｃＲＥ

（
ｅｃｄｙｓ ｏｎｅｒｅ ｓ ｐｏｎｓｅｅ ｌｅｍｅｎｔ

）
结合以调节 ５７７Ｍ７ 转录 。 ＳＴＩＭ １ 位于变态期幼虫 的 中肠 ，

可能参与幼虫中肠的凋亡 。 在幼虫中 降低 ＳＴＩＭ １ 的表达后导致幼虫化蛹延迟 ， 抑制

中肠的程序性细胞死亡 ， 以及抑制 了 应答 ２０Ｅ 基 因和凋亡相关基因的表达 。 ２ ０Ｅ 诱

导 ＳＴＩＭ １ 发生聚集并迁移到 内 质 网 －质膜结合处通过 ＳＯＣＥ 介导 Ｃａ
２＋

内流 。 ＳＴＩＭ １

在棉铃虫组织中 以磷酸化形式存在 。 ２ ０Ｅ 经 由 ＧＰＣＲ ，ＰＬＣ ，ＩＰ ３ 和 ＰＫＣ 介导 的信

号传导途径促使 ＳＴＩＭ ｌＳｅｒ４ ８ ５ 发生磷酸化 。 ＳＴＩＭ １ 的磷酸化促进了ＳＴＩＭ １ 的 聚集

以及 ＳＯＣＥ 。 阐 明 了ＳＴ ＩＭ １ 应答 ２ ０Ｅ 信号促使 Ｃａ
２＋

内流引起细胞凋亡的分子机制 。

科学意义

阐 明 了２ ０Ｅ 上调 ＰＫＣ５ 的表达 ， 促进 ＥｃＲＢ ｌ 磷酸化 ， 从而促进 ＥｃＲＢ ｌ ／ＵＳＰ 转

录复合体形成 ， 促进 ２ ０Ｅ 途径基因表达及细胞凋亡 ， 完成变态发育 ， 深化了对 ２ ０Ｅ

基因组信号途径 的 了解 。 阐 明 了２０ Ｅ 通过 ＧＰＣＲ 介导 的非基因组途径诱导 ＳＴＩＭ １

磷酸化并发生聚集 ， 通过 ＳＯＣＥ 促进胞 内 Ｃａ
２ ＋

的増加 ， 从而促进细胞凋亡 ， 丰 富 了

２０Ｅ 非基因组途径诱导钙离子 内 流的知识 。 全文深化和巩 固 了蜕皮激素通过膜受体

和核受体共 同调控 昆虫的变态发育的基本模型 。 为害虫防治提供 了新的靶标基因 。

关键词 ： 棉铃虫 ； 蜕皮激素 ２０Ｅ
； 蛋 白激酶 Ｃｄｅ ｌｔａ ； 细胞凋亡 ；

Ｃａ
２＋

；ＳＴＩＭ １

２
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第一章 前言

１ 激素调控 昆虫变态发育 的概述

昆虫种类繁多 ， 形态各异 ， 是 目 前地球上数量最 多 的动物类群 。 昆虫在 发育过

程有着 明显的形态变化 ， 多数昆虫的幼虫与 成虫形态不
一

致 。 昆虫 的表皮硬化后就

不再生长 ， 随着昆虫的生长发育 ， 表皮外骨骼限制 了体 内 组织的生长 ， 需经
一

系列

蜕皮过程发育成成虫 。 根据昆虫发育 的形态变化情况 ， 分为不完全变态 昆虫和完全

变态昆虫 。 不完全变态的特征是幼体与成虫在体形 、 习 性及栖息环境等方面都很相

似 ， 只 有成虫 的翅和性器官发育成熟而幼虫没有 。 渐变态幼虫特称为若虫 ， 包括直

翅 目 、 等翅 目 、 半翅 目 等 。 全变态是指 昆虫 的生活史包含四 个典型 时期 ， 即卵 ， 幼

虫 ， 踊 和成虫 。 其幼虫与 成虫在形态 、 器官 发育各方面都不 同 。 包括鱗翅 目 、 双翅

目等 。

昆虫的生长发育 以及蜕皮和变态受两种激素 的共 同调控 ， 分别是类 固醇类蜕皮

激素 ２ ０－轻基税皮酮 （
２ ０Ｅ

）
和倍半蔽类保幼激素 Ｊ ｕｖｅｎ ｉ ｌｅＨｏｒｍｏｎｅ（

ＪＨ
）
。 銳皮激素

２０Ｅ 主要作 用于幼虫组织 ， 起始蜕皮的 发生 。 目 前也有报道称 ２ ０Ｅ 能够促进成虫组

织的生长 （
Ｆｕ

ｊ
ｉｎａ ｇａ ｅ ｔ ａ ｌ ．

，

２ ０ １ ７
）

。 保幼激素 ＪＨ 主要主要在取食期存在 ， 促进生长 。

两种激素在 昆虫体 内 以
一

种浓度依赖 的方式相互拮抗 。 以烟草天蛾为例 ， 在幼虫生

长的 ４ 龄期 ， ＪＨ 滴度较高 。 从 ４ 龄到 ５ 龄的蜕皮过程 中 ， Ｊ Ｈ 滴度降低而 ２ ０Ｅ 滴度

升高 。 进入 ５ 龄幼虫后 ＪＨ 滴度再次升高 ， 之后逐渐降低 。 而 ２０Ｅ 滴度则先下 降然

后再随幼虫发育逐渐升高 。 并在预蛹期与 ＪＨ 同 时升高 ， 两种激素共同决定 了变态的

发生
（
Ｚｈｏｕｅｔ ａ ｌ ．

，１ ９９８
）

。

ＬＡＲＶＡＬｕ
ｑ
ｃＬＡＲＶＡＬＷＡＮ ＤＥＲ Ｉ ＮＧ ＰＵＰＡＬ

ＥＣＤＹＳ ＩＳ ＥＣＤＹＳ ＩＳ
ＷＡＮ ＵｔＨ Ｉ Ｎｔ．

 ＥＣＤＹＳ Ｉ Ｓ

ｔ？
？Ａ

Ｉ ＾Ａ ^

， １２３４
，

０ １２３ＷＯＷ １Ｗ２Ｗ３Ｗ４

ｈ ４ ｔｈ
 

５ ｔｈ


Ｈ

图 １ ． １ ？ 烟草天蛾生长发育过程中 ２０Ｅ 和 ＪＨ 的滴度 （
Ｚｈ ｏｕｅ ｔａＬ

，
１ ９９８

）
。

Ｆ ｉ
ｇｕ ｒｅ１ ． １ ．Ｔｈ ｅｔ ｉ ｔｅ ｒｓｏｆ ２０Ｅａｎ ｄＪＨ ｉｎＭａｎｄｕ ｃａｓｅｘｔａ

（
Ｚｈ ｏｕｅ ｔａ ｌ ．

，１ ９９８ ）
．

９
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２２ ０Ｅ 调控 昆虫变态发育

昆虫中类固醇激素蜕皮激素 以及它的 活化形式 ２０Ｅ起始昆虫 的蜕皮和变态 （
Ｌ ｉｕ

ｅｔ ａ ｌ ．

，

２０ １ ５ｂ
）

。 而 ＪＨ 决定幼虫蜕皮的方向 ， 幼虫蜕皮还是变态蜕皮 。 高浓度的 ２ ０Ｅ

弓 丨起基因表达促使变态 的发生 （
Ｒ ｉｄｄ ｉｆｏ ｒｄ

， １ ９９ ６
）

。 在 昆虫变态发育 中 ， ２ ０Ｅ 与 ＪＨ 协同

作用通过诱导
一

系列基因 的表达调控 昆虫的发育和变态 （ 图 １ ． ２ ） 。

 ２〇Ｅ

４  Ｌ

＞｜
ｒ

／

Ｍ ｅ ｔ／Ｇｃｅ ｉ ＥｃＲ／ＵＳ Ｐ

ｌ／ ｌ
４ｒ ／１

Ｋ ｒ
－

ｈ ｌ


｜
？ｒ－Ｃ Ｅ ７Ｓ

９ Ｅ９３

｜

ＪＨ１Ｉ

Ｏｒ
ｇａ ｎＳｕｅＳｐｏｋ ＾ Ｄｉｂ ％ 

Ｓａｄ

＼ ／
Ｅｃｄｙｓｏｎｃ

图 ｌ ． ２ ． 果蝇环状腺中 ２０Ｅ 和 ＪＨ 的合成调控示意图 （
Ｌ ｉｕｅ ｔａ ｌ ．

，
２〇 ｌ ８

）
。

Ｆ ｉ
ｇｕ ｒｅ１ ． ２ ．Ｓｙｎ ｔｈｅ ｔ ｉ ｃＲｅｇｕ ｌａ ｔｉｏｎｎｅ ｔｗｏ ｒｋｏｆ ２ ０Ｅ ａｎｄＪ Ｈ ｉ ｎＤｒｏｓｏｐｈ ｉｌａＲｉ ｎｇ

Ｇ ｌａｎ ｄ
（
Ｌ ｉｕｅ ｔ

ａ ｌ ．
，

２０ １ ８
）

．

２ ． １ ２ ０Ｅ 的合成

在 １ ９２２ 年 ， Ｓ ｔｅ ｐ
ｈａ ｎＫｏｐｅｃ 首次发现 昆虫脑部 释放 的促前 胸腺激素 ＰＴＴＨ

（ｐ
ｒｏｔｈｏｒａｃ ｉｃ ｏｔｒ ｏｐ

ｉｃｈｏｒｍ ｏｎｅ
）
可以调控蚊皮和变态 （

Ｋ ｏｐｅｃ ， １ ９２ ２
）

。 随后从家蚕和烟

草天蛾中 也鉴定到 了这种蛋 白 。 在 １ ９ ９ １ 年 ， 从家蚕脑中分离到 了ＰＴＴＨ 并确定 了其

一

级结构 （
Ｋａｔａ ｏｋａ ｅ ｔ ａ ｌ ．

，
１ ９ ９ １

）
。 家蚕的 ＰＴＴＨ 包含 ２２ ４ 个氨基酸残基 ， 携带有 ３ 个

蛋 白酶切割位点 。 切割后的 ＰＴＴＨ 含 １ ０ ９ 个氨基酸 。 ＰＴＴＨ 在脑 中合成后释放并作

用于前胸腺 Ｐ Ｃｓ 。 幼虫 ＰＧ ｓ 受到刺激后合成蜕皮激素最终在血淋巴 中加上 ２０－羟基

形成具有生物活性的 ２０Ｅ
（
Ｇ ｉ ｌｂｅｒｔｅ ｔ ａ ｌ ．

，

１ ９９ ７
）

。 此外研宄发现 ＰＴＴＨ 可以 与细胞膜上

的 Ｇ 蛋 白偶联受体 （
ＧＰＣＲ

） 结合行使功能 （
Ｇ ｉ ｌｂｅｒｔｅ ｔ ａ ｌ ．

，
２ ００２

）
。 在变态期的烟草天

１ ０
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蛾中发现 ， ＰＧｓ 中 的 ＰＴＴＨ 能够增加胞内 Ｃａ
＞浓度 ， 活化胞外信号调节激酶 （

ＥＲＫ
）

以及提高ｃＡＭＰ的含量 （
Ｆｅ ｌ ｌｎｅ ｒ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２ ０ ０５

；
Ｇ ｉ ｌｂｅｒｔｅ ｔ ａ ｌ ．

，
２ ００ ２

）
〇ＰＴＴＨ通过

一

系 列信

号转导促使 ＰＧｓ 合成并分泌蜕皮激素 ， 最终形成 ２０ Ｅ 。 ２ ０Ｅ 的分子结构与人类 的雌

激素非常相似 （ 图 Ｕ ） 。

图 １ ． ３ ．２０Ｅ 与雎激素的分子结构 。

Ｆ ｉｇ ｕ ｒｅ ｌ ． ２ ．Ｍｏ ｌｅ ｃｕ ｌａ ｒ Ｓｔ ｒｕ ｃｔ ｕ ｒｅｏｆ ２０Ｅａ ｎ ｄＥｓ ｔ ｒｏｇｅ
ｎ ．

２ ．２２ ０Ｅ 的基因组途径

２０Ｅ 作为
一

种脂溶性的小分子可以通过 自 由 扩散进入细胞 ， 与核受体 ＥｃＲ 结合

后 引起
一

系列基 因的转录和表达 。 在细胞核 中 ＥｃＲ 通过与超气 门蛋 白 Ｕ ＳＰ 结合形成

转录复合体发挥转录功能 （ 图 １ ．４ ） 。 形成的转录复合体结合在蜕皮激素受体应答元

件上 （ ＥｃＲＥ ） ， 从而启 动下游基因转录 。 包括 Ｈｏｒｍｏｎｅｒｅ ｃｅｐｔ ｏｒ（ ＨＲ ３ ） ， Ｂ ｒｏａ ｄ（ Ｂ ｒ ） ，

Ｅ９ ３ ，Ｅ ７５ ，Ｈｓｃ ７０等下游基因 。
（
Ｌ ｉｕｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ５ｂ

；
Ｚｈｅ ｎｇ

ｅｔ ａ ｌ ．

＊
２０ １ ０

； 
Ｚｈｏｕｅｔ ａ Ｌ

，

１ ９９ ８
）

Ｅ ｃＲ －Ｂ ｌ ．ＵＳＰ ｌ ．Ｎ ｌ ＣＬ

ＩＲａｎ ．Ｆ ７５Ｂ ．ＢＲ －ＣＺ２ ．

ＨＨＲ３ ． Ｈａ
－ｃ ｌＦ ５Ｃ

图 １ ． ４ ． 棉铃虫中 ２０Ｅ通过基因组途径调控基因表达模式图 （
Ｈｅｅ ｔ ａ 丨 ．

，
２０ １ ０

）
。

Ｆ ｉｇｕ ｒｅ１ ． ４ ．２０Ｅｒｅｇｕ ｌａ ｔｅ ｓｇｅｎｅｅ ｘｐ ｒｅ ｓｓ ｉｏｎｐａ ｔ ｔｅ ｒｎ ｓｔｈ ｒｏｕ ｇｈｇｅｎ ｏｍ ｉｃ
ｐａ ｔｈｗａｙｓｉ ｎ

Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａａｒｍ ｉｇｅｒａ （
Ｈｅｅ ｔ ａ ｌ ．

， 
２０ １ ０

）
．

１ １
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２ ．２ ． １２０Ｅ 的核受体 ＥｃＲ 与超气 门蛋白 ＵＳＰ

ＥｃＲ 与 ＵＳＰ 以异源二聚体的形式存在于细胞核中起始 ２０Ｅ 信号途径的基因转

录 。 ＥｃＲ 与 Ｕ ＳＰ 的结构包括 ＡＢ 域 （ 转录激活区 ） ， Ｃ 域 （ＤＮＡ 结合区 ） ， Ｄ 域 （铰

链区 ） ， Ｅ 域 （配体结合区 ） 和 Ｆ 域 ， Ｆ 域单独存在于 ＥｃＲ 中 ， 用 以 区分 Ｕ ＳＰ
（
Ｃ ｌａｙｔｏｎ

ｅｔ ａｌ＿

，
２ ００ １

）
。 果蝇中 ＥｅＲ 两个启动子的交换剪切最终编码三个异构体 ＥｃＲＡ

，
ＥｃＲＢ ｌ

，

ＥｃＲＢ ２ 。 三种异构体具有不同 的组织分布 ， 功能也各 自 不同 （
Ｂ ｅｎｄｅｒｅｔａ Ｌ

， １ ９９７
；

Ｃ ｌａｙｔｏｎ ｅｔ ａ Ｌ
，
２００ １

）
。 ＥｃＲＡ 表达在成虫组织中 ， ＥｃＲＢ ｌ 表达在调亡的幼虫组织 中 。

通过不同 的异构体 ， ２０Ｅ 可 以在不同 的信号通路中调控不 同基因 的表达 ， 引起组织

之间的差异性 （
Ｓｃｈｕｂ ｉｇｅｒ ｅｔ ａ Ｌ

，
２００３

）
。 在不结合 ＵＳＰ 的情况下 ， ＥｃＲ 也具有单独结

合 ２０Ｅ 的能力 （
Ｇｒｅｂｅｅｔ ａ ｌ＊

，
２００４

）
， 但是 ２０Ｅ 结合于 ＥｃＲ 能促使 ＥｃＲ／ＵＳＰ 复合体的

形成 ， 形成的复合体进
一

步增强了ＥｃＲ 与 ２０Ｅ 的结合 （
Ｙａｏｅｔ ａＬ

，
１９９３

）
。

昆虫中 ＵＳＰ 与脊椎动物的视黄醇同属
一

类 （
Ｙａｏ ｅｔ ａ ｌ ．

，
１ ９９３

）
。 果蝇 中 的 Ｕ ＳＰ 目

前只鉴定到
一

个 ， 是维生素 Ａ 受体类似物 （
Ｈｅ ｎｒ ｉｃｈ ｅｔ ａＬ

，１ ９９０
）

。 ＥｃＲ／ＵＳＰ 转录复合

体与 ＥｃＲＥ 的结合依赖于 ２０Ｅ 。 在烟草天蛾中 鉴定到两种 Ｕ ＳＰ ，ＵＳＰ １ 和 ＵＳＰ２ 。 此

外在其他物种如埃及伊蚊 （
Ｗａｎｇ

ｅｔａ Ｌ
，２０００）

和赤拟谷盗 （
ＴａｎａｎｄＰａ ｌ ｌｉ

，
２００８

） 中 同

样鉴定到两种 ＵＳＰ ， 而 只有 ＥｃＲＢ ｌ 和 Ｕ ＳＰ １ 能够结合在 ＥｃＲＥ 上
（
Ｒ ｉｄｄ ｉｆｏｒｄｅｔａＬ

，

２００ ３
）

。 Ｕ ＳＰ 在 ２０Ｅ 信号途径中是必需的 ， 参与 ２０Ｅ 诱导 的基因转录及蜕皮 、 变态

过程 。 棉铃虫中的 ＵＳＰ １ 定位在细胞核中 。 抑制 Ｕ ＳＰ １ 的表达 ， ２０Ｅ 诱导 的基因表达

也被抑制 （
Ｚｈｅｎｇ

ｅｔ ａＬ
，
２０ １ ０

）
。

２ ．２ ．２ＨＲ３

ＨＲ３ 也是
一

种核受体超家族成员 ， 在 ＨＲ３ 的启动子区鉴定到 ＥｃＲＥ 序列可以结

合ＥｃＲＢ ｌ ／ＵＳＰ ｌ复合体 ， 证明ＨＲ３受２０Ｅ的直接调控 （
ＬａｎｅｔａＬ

，１ ９９９
；Ｌ ｉｕｅｔａＬ

，

２０ １ ４ａ
）

。 ２０Ｅ 在不同发育阶段调控果蝇 ＨＲ３ 的表达 （
Ｋｏｅ ｌ ｌｅｅｔ ａ Ｌ

，
１ ９９２

）
。 ＨＲ３ 在 ２０Ｅ

信号早期有快速 的表达 ， 在烟草天蛾中 ２０Ｅ 在 １２ｈ 内快速上调 ＨＲ３ 的 ｍＲＡＮ 水平

至最高随后逐渐下降 （
Ｐａ ｌ ｌ ｉ ｅｔ ａ Ｌ

，１ ９９２
）

。 在果蝇 中 ＤＨＲ３ 直接上调 Ｐ
－ＦＴＺ －Ｆ １ 转录因

子的表达进而调控蜕皮变态 ， 而 Ｅ７５Ｂ 可 以结合 ＤＨＲ３ 从而抑制 了Ｐ
－ＦＴＺ－Ｆ １ 的转录

（
Ｈｏｒｎｅｒ ｅｔ ａＬ

，
１ ９９ ５

）
。 ＨＲ３ 在昆虫 中分布广泛 ， 在不 同物种 中均鉴定到它 的存在ＡＲ３

既可通过正反馈调控进
一

步加强 ２０Ｅ 的功能 ， 促使基因转录及幼虫变态 ， 也可 以通

过负反馈调控与 ２０Ｅ 结合终止 ２０Ｅ 信号 ， 使得 ２０Ｅ 在适当范围 内行使功能 。

棉铃虫的 开放阅读框长 １ ６６ ８ｂｐ ， 编码 ５５ ６ 个氨基酸 。 实验结果证 明棉铃

１ ２
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虫中有 ５ 个 ＨＲ３ 异构体 。 其中 四个 （ １
－４ ） 在蜕皮期行使功能 ， 另外

一

个在幼虫发

育过程中没有明显变化 （
Ｚｈａｏｅｔ ａ ｌ ．

，２００４）
。

２ ．２ ．３ 变态起始因子 Ｂｒ

Ｂ ｒ 是
一

种 含 锌 指 结 构 的 转 录 因 子 ， 其 Ｎ 端 有
一

个 保 守 的 Ｂｒｏａｄ

Ｔｒａｍｔｒａｃｋ－Ｂｒ ｉｃ
－

ａ
－ｂｒａｃ（ ＢＴＢ ） 蛋 白相互作用结构域 ， 在 Ｃ 末端含有锌指结构域 ， 结

合 ＤＮＡ
（
Ｂａｙｅｒｅｔａ ｌ ．

，
１ ９９ ７

）
。 在烟草天蛾 中鉴定到 ４ 种 Ｂｒ 亚型 ， 果媽中 鉴定到 ６ 中

（
ＺｈｏｕａｎｄＲ ｉｄｄ ｉｆｏｒｄ

， 
２ 〇０２

）
， 赤拟谷盗 中有５种亚型 （

Ｓｕｚｕｋ ｉ ｅｔａ Ｌ
，
２００８

；
Ｕｈ ｌ ｉｒｏｖａｅｔａ Ｌ

，

２００ ３
）

。 Ｂｒ 不同亚型存在组织及发育时期的特异性表达 （
Ｍｕｇａｔ ｅｔ ａ Ｌ

，

２０００
）

。 在果蝇

中 Ｂ ｒ
－Ｃ 特异表达在表皮中促使多 巴胺的合成来调控蛹表皮的发育 （

Ｓａｎｄｓｔｒｏｍａｎｄ

Ｒｅ ｓｔ ｉｆｏ
，

１ ９９９
）

。 Ｂ ｒｚ－４与幼虫外表皮的形成有关 （
ＺｈｏｕａｎｄＲｉｄｄｉｆｏｒｄ

，２００ １
）
。

Ｂｒ
－Ｃ 已经在烟草天蛾和果蝇 中被证明参与 昆虫的变态过程 。 烟草天蛾的 Ｂ ｒ

－Ｃ

在早期变态中能够显著应答 ２０Ｅ 信号 （
ＺｈｏｕａｎｄＲ ｉｄｄ ｉｆｏｒｄ

，
２００ １

）
。 果蝇 中 ， 抑制 Ｂ ｒ

表达的同时抑制 了变态 的发生 （
Ｐａｒｔｈａｓａｒａｔｈｙ

ｅｔａ Ｌ
，
２００ ８

）
。 这些都说明 Ｂ ｒ

－Ｃ 在 ２ ０Ｅ

介导的昆虫变态过程中起非常关键的作用 。 同时在赤拟谷盗中 ＪＨ 或其类似物通过抑

制 Ｂｒ
－Ｃ 从而抑制蛹向成虫的转化 （

ＫｏｎｏｐｏｖａａｎｄＪ ｉｎｄｒａ
，
２００ ８

）
。 在棉铃虫中鉴定到

的 ＢｒＺ ７ 参与 ２０Ｅ 信号途径引起变态 。 在生长阶段 ， ２０Ｅ 滴度较低 ， ＢｒＺ ７ 以磷酸化

形式存在 ， 而在变态期 ， 高浓度 ２０Ｅ 诱导表达 ＢｒＺ ７ ， 以非磷酸化形式发挥功能 （
Ｃａ ｉ

ｅｔａＬ
，
２０ １４ｂ

）
。

２ ．２ ．４叉头框蛋白Ｆｏｒｋｈｅ ａｄｂｏｘＯ（ ＦｏｘＯ ）

ＦｏｘＯ 属于叉头蛋 白转录因子超家族 。 在哺乳动物 中存在 ４ 种 ＦｏｘＯ（ １ 、 ３ 、 ４ 、

６ ） 。 目 前只 在 昆虫 中 只鉴定到
一

种 ＦｏｘＯ
（
Ｊｕｎｇｅｒ ｅｔａ Ｌ

，
２ ００３

）
。 胰岛素能够通过 Ｐｒｏｔｅ ｉｎ

ｋ ｉｎａｓｅＢ （ ＰＫＢ／ＡＫＴ ）诱导 ＦｏｘＯ 在胞质 中发生磷酸化来抑制 ＦｏｘＯ 的活性 （
Ｓａ ｌｔ ｉｅ ｌ ａｎｄ

Ｋａｈｎ
，
２００ １

） 

〇

果蝇中 ， 饲喂 ２０Ｅ 引起 ＦｏｘＯ 的核定位 （
Ｃ ｏ ｌｏｍｂａｎ ｉ ｅｔ ａ Ｌ

，
２０ ０５

）
。 在家蚕的蜕皮

变态期 同样发现 ２ ０Ｅ 上调表达 ＦｏｘＯ 并使其定位在细胞核中促进了脂肪酶 １ 的转录

表达 （
Ｈｏｓ ｓａ ｉｎ ｅｔ ａ Ｌ

，

２０ １ ３
）

。 果绳中 Ｆ ｏｘＯ 可以与 ＵＳＰ 相互作用介导蜕皮激素的合成

（
Ｋｏｙａｍａ ｅｔ ａ Ｌ

，
２０ １ ４

）
。 在棉铃虫中 ， ２ ０Ｅ 上调表达 ＦｏｘＯ ， 而在胰 岛素诱导下定位在

细胞质 中 。 ２０Ｅ 可以抑制胰 岛素诱导的 ＦｏｘＯ 磷酸化并促使 ＦｏｘＯ 定位在细胞核 （
Ｈｏｕ

ｅｔａｌ＿
， 
２ ０ １ ２ａ

）
。 ＦｏｘＯ 结合在 ＤＮＡ 上的 ＦｏｘＯ 结合元件 （ ＦｏｘＯＢＥ ） 上起始 ＢｒＺ７ 的转

录表达从而促使 昆虫蜕皮变态的发生 （
Ｃａ ｉ ｅｔ ａｌ ．

，２０ １ ６
）
。

１ ３
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２ ． ３２０Ｅ 的膜受体途径

除了经典 的核受体途径 ， 近期 的研究结果证 明 ２ ０Ｅ 可以通过细胞膜上的受体 引

起信号级联反应 ， 最终促使不同基因 的转录 。 非基因组途径包括膜受体与配体 的结

合 ， 信号转导途径 中蛋 白 质 的定位变化 ， 翻译后修饰变化如磷酸化 、 乙酰化 ， 蛋 白

质 的相互作用 。 ２０Ｅ 的非基因组途径在介导 ２ ０Ｅ 信号 中扮演非常重要的角 色 。

２ ０ Ｆ． 〇
Ａ

ｅ

Ｉ
＾＾

＼ Ｃｃ ｒ
－

Ｆ． ｒＣ ＰＣ ＦＷ ｙ
／
＾

＾＼ ＥＲ＋Ｃａｇ＾
＾

ｆ

＾Ｈ Ｔ－

ｔ
＞ ｐ

ｃ Ｃ？

２

ｃ ｈ ａ ｎ ｎｄ ｖ

＞ ｒＣ

？＿
！

；

：％ ？

？
〇

Ｓ

〇

＼

Ｉ Ｎ 〇 ｎｇ？．ｏｍ ｉｃ
Ｐ
？ｈ？ ａ ｖ

ｊ

Ｖ—＼
^

ｉｊｋｃｒ ｋ
￣

／

（ ： ？ ｎ ｏｍ ｉ ｃ
ｐａ ｔ ｌｍａ

》


』 ｊ ．

／

（ｋ＊

Ｂｃ  Ｉ ｒａ ｉ ｉ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ
ｔ ｉ ｏ Ｂ

Ｍ ｅ ｔａｍ ｏｒｐｈｏ ｓ ｉｓ

图 １ ． ５ ？ 棉铃虫中 ２ ０Ｅ 的非基因组途径 （
Ｌ ｉ ｕｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ４ｂ

）
，

Ｆ ｉ

ｇｕ ｒｅ １ ． ５ ．ｔ ｈ ｅｎ ｏｎ
－

ｇｅ ｎｏｍ ｉ ｃ
ｐａ

ｔｈｗａｙ 
ｉｎＨ ． ａｒｍ ｉ

ｇｅ
ｒａ

（
Ｌ ｉｕｅ ｔ ａ ｌ ．

， 
２０ １ ４ｂ

）
．

２ ．３ ． １ＧＰＣＲ 参与 ２ ０Ｅ 信号途径

在哺乳动物中 ， 雌激素结合细胞膜上 的 ＧＰＲ３ ０ 调控胞 内 Ｃａ
２＋

的快速变化以及

ｃＡＭＰ 的 快速生成
（
Ｍａｇｇ

ｉｏ ｌ ｉｎ ｉａ ｎ ｄＰ ｉｃ ａ ｒｄ
，２ ０ １ ０

）
。 在家蚕 的丝腺细胞中 同样发现

ＧＰＣＲ 参与 ２ ０Ｅ 信号途径调控胞 内 Ｃａ
２＋促进细胞凋亡 （

Ｍａｎａ ｂｏｏｎｅｔａ ｌ ．

，
２０ ０ ９

）
。 在果

喊的神经系统 中 也发现
一

种多 巴胺受体 Ｄ ｏｐＥｃＲ 能够结合 ２ ０Ｅ（
Ｓｒ ｉｖａ ｓｔａｖａｅｔａ ｌ ．

，

２０ ０ ５
）
。 在棉铃虫 中 目 前 已经发现有两种 ＧＰＣＲ 参与到 昆虫的变态发 肓 ， 即 ＥｒＧＰＣＲ－

１

和 ＥｒＧＰＣＲ－

２ 。 在表皮细胞系 以及幼虫中分别干扰两种 ＥｒＧＰＣＲ ，２ ０Ｅ 诱导的基 因表

达以及幼虫的变态发育均被抑制 ， 证 明并确定 了２ ０Ｅ 在棉铃虫中存在膜受体途径

（
Ｃａ ｉｅｔａｌ

，
２０ １４ａ

；Ｗａｎｇ
ｅｔａ ｌ

，２０ １ ５
） 

〇

ＧＰＣＲ 的激活过程是受体与配体结合活化 ， 脱敏和复敏 的动态平衡过程 。 ＧＰＣＲ

与配体结合以后激活 ， 之后会快速失活 ， 称为 ＧＰＣＲ 脱敏 。 脱敏过程有着
一

系 列蛋

白分子的参与 。 ＧＰＣＲ 的脱敏是对 ＧＰＣＲ 活化的
一

种重要 的反馈调节机制 ， 防止过

度刺激导致细胞信号的紊乱 （
Ｋ ｒｕｐｎ ｉｃ ｋａｎ ｄＢ ｅｎｏｖ ｉｃ

，１ ９ ９８
）

。 在棉铃虫中两种 ＧＰＣＲ

１ ４
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有着不同 的脱敏机制 。 ２０Ｅ 通过 ＥｒＧＰＣＲ－

１ 和 ＰＫＣ 介导 ｐ
－

ａｒｒｅ ｓｔ ｉｎ１ 的磷酸化 ， 促使

ｐ
－ａｒｒｅ ｓｔｉｎ－１ 定位在细胞膜与 ＥｒＧＰＣＲ－

１ 相互作用来抑制 ２ ０Ｅ 信号 （
ＺｈａｎｇｅｔａＬ

，

２０ １ ５
）

。 ２０Ｅ 上调 ＧＰＣＲｋ ｉｎａｓｅ
（
ＧＲＫ

）表达和磷酸化引 起 ＧＲＫ 向细胞膜迁移 ， 定位在

细胞膜上 的 ＧＲＫ －

２ 与 ＥｒＧＰＣＲ －２ 相互作用使 ＥｒＧＰＣＲ－

２ 失去活性 ， 从而抑制了２０Ｅ

信号 （
Ｚｈａｏｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ６

）
。

２ ．３ ．２２ ０Ｅ 诱导蛋 白质磷酸化

在 昆虫中 ， ２０Ｅ 通过促使 ＥｃＲ／ＵＳＰ 的核转录复合体活化进而起始基 因转录 。 在

这个过程 中 ， 蛋 白质 的磷酸化十分重要 。 磷酸化的蛋 白质对于 ＥｃＲ／Ｕ ＳＰ 的核转录复

合体形成 以及复合体与 ＤＮＡ 上蜕皮激素应答元件 ＥｃＲＥ 的 结合都是不可或缺的 。 在

果绳中发现核转录因子 Ｕ ＳＰ 在 ２０Ｅ信号途径 中会发生磷酸化 （
Ｌ ｉｕ ｅｔ ａ Ｌ

，
２０ １ ４ｂ

；
Ｓｏｎｇ

ｅｔａＬ
，
２００ ３

）
。 在棉铃虫中 同样发现 ２０Ｅ 可 以通过磷脂酶 Ｃｇａｍｍａ（

ＰＬＣ ｙ ）诱导

ＵＳＰ １ 发生磷酸化促使 ＥｃＲＢ ｌ 与 Ｕ ＳＰ １ 的结合 ， 这种磷酸化受 ＰＫＣ 调控 （
Ｌ ｉｕｅｔａＬ

２０ １ ４ｂ
）

。此外 Ｕ ＳＰ １ 的 乙酰化同样促进其与 ＥｃＲＢ ｌ 的相互作用 （
Ｊ ｉｎｇ ｅｔ ａＬＪＯ＾ＪＯＥ

诱导的 ＣＤＫ １ ０ 的磷酸化 同样促进了ＥｃＲＢ ｌ ／Ｕ ＳＰ ｌ 转录复合体的形成 （
Ｌ ｉｕｅｔａ Ｌ

，

２０ １ ４ａ
）

。 这些研宄共同证 明 了在 ＥｃＲＢ ｌ ／ＵＳＰ ｌ 转录复合体的形成过程中 ２０Ｅ 对蛋 白

质的磷酸化作用 是十分关键的 。 此外在棉铃虫中 ， 蜕皮激素 ２ ０Ｅ 诱导钙调蛋 白 同源

结构域蛋 白 £ ＆中１１ １１１ 快速磷酸化并迁移到细胞核 （
１＾ ６１ ＆ １＞

，
２０ １ １

）
。 ２０￡ 还能诱导膜受

体 ＥｒＧＰＣＲ－２
（
Ｗａｎｇ

ｅｔａＵ
２０ １ ５ ）

） 的磷酸化 ， 以及通过 ＥｒＧＰＣＲ 诱导细胞周期依赖性

蛋 白激酶 ＣＤＫ １ ０ 的磷酸化 （
Ｌ ｉｕ ｅ ｔａ Ｌ

，
２０ １ ４ａ

）
。 还有之前提到的 ２ ０Ｅ 诱导 ｐ

－ａｒｒｅ ｓｔ ｉｎ
－

１

（
Ｚｈａｎｇ

ｅｔａ Ｌ
，
２０ １ ５

）
和 ＧＲＫ － ２ 的磷酸化 （

ＺｈａｏｅｔａＬ
，
２０ １ ６

）
。 由此可见转录后翻译修

饰在 ２０Ｅ 信号转导途径中是
一

种非常普遍而且重要的作用机制 。

２ ．３ ．３２０Ｅ 诱导 Ｃａ
２＋浓度变化

在脊椎动物中 ， 类固醇激素可 以快速 引起胞 内 Ｃａ
２＋水平的上升 。 在人中 ， 雌激

素结合细胞膜上的 ＧＰＲ３ ０ 调控胞内 Ｃａ
２＋

的快速变化进行信号级联反应促使细胞增

殖
（
Ｍａｇｇ ｉｏ ｌ ｉｎ ｉ ａｎｄ Ｐ ｆｃａｒｄ

，２０ １ ０
）

。 在卵母细胞中 ， 雌激素 同样可 以提升胞内 Ｃａ
２＋水

平 。 在小 鼠骨骼肌细胞 中 ， 维生素 Ｄ 经由 ＧＰＣＲ 介导的 ＰＬＣ －

ＩＰ
３ 经典的信号级联反

应引 起胞质 中 Ｃａ
２＋

的增加 （
Ｃ ｉｖｉｔｅ ｌｌ ｉｅｔ ａＬ

，
１ ９９０

）
。

在昆虫中 ， 类固醇激素 ２０Ｅ 能够通过引起胞 内 Ｃａ
２＋浓度变化调控基因表达 。 在

家蚕丝腺细胞 （
Ｉ ｇａ ｅｔ ａＬ

，

２０ １ ０
） 以及棉铃虫的表皮细胞 （

Ｃａ ｉ ｅｔ ａＬ
，
２０ １ ４ａ

）中 ， ２０Ｅ 均

可以通过膜上 ＧＰＣＲ 介导的信号途径増加胞 内 Ｃａ
２＋

７Ｋ平 。 ２０Ｅ 能够引 起比 ＪＨ 更髙

１ ５
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水平的胞 内 Ｃ ａ
２
ｉ

浓度 （
Ｎ ｉ

ｊ
ｈ ｏｕｔ ｅ ｔ ａ ｌ ．

） （
Ｗａ ｎｇ ｅｔ ａ ｌ ．

，

２ ０ １ ６ ｂ
）

。 依赖于胞 内 Ｃ ａ
２ ＂

■

浓度 的升

高 ， ２ ０Ｅ 诱导细胞从 自 喔 向调亡的转变 （
Ｌ ｉ ｅ ｔ ａ ｌ ．

，

２ ０ １ ６
）

， 同时 Ｃａ
２＋激活 了钥调蛋 白

依赖的蛋 白激酶 Ｉ Ｉ（ ＣａＭＫ Ｉ Ｉ ） 促使基 因转录 （
Ｊ ｉ ｎ ｇ ｅｔ ａ ｌ ．

，

２ ０ １ ５
）

。 最近的工作表明 ２ ０Ｅ

可 以诱导 Ｃａ
＞通过 Ｏ ｒａ ｉ ｌ 通道进入细胞质促使细胞凋亡 （ 图 １ ． ６ ）

， 预示着 ２ ０Ｅ 通过

Ｏ ｒａ ｉ ｌ引起ＳＯＣＥ（
Ｌ ｉｅｔａ ｌ ．

，
２０ １ ７

）
。

２０Ｅ

ＥＫ ； ＰＣＲ Ｉ ／２｜

ｐ ｉ ．ｒｃ ｉ ．ｐｋｃ

Ｏ ｒａ ｉ ｌ

一


— 篇

＼
Ｃ？ｒ

 ＂ＥｃＲＢ ｌ
４Ｌ鄕 Ｐ－ＡＣ

、

、

ｖ— Ｏｒａｉ ｌＨＲ３／ＢｒＺ７

Ｃａｓ
ｐａ

ｓｅ－３

Ｃａ
２

、 ｆ
？

？？Ａｐｏｐ ｔ ｏｓ ｉｓ

图 １ ． ６ ． 棉铃虫中 ２ ０Ｅ 引起胞 内 Ｃａ
２＋

浓度增加 （
Ｌ ｉ ｅ ｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ７

）
。

Ｆ ｉｇｕ ｒｅ ｌ ． ６ ． ２０Ｅ ｉ ｎ ｃｒｅ ａ ｓ ｅ ｓ ｉ ｎ ｔ ｒａ ｃｅ ｌ ｌｕ ｌａ ｒ ｃａ ｌ ｃ ｉ ｕｍｃｏｎ ｃｅｎ ｔｒａ ｔ ｉｏｎ ｉｎＲ ａ ｒｍ ｉ

ｇｅ
ｒａ

（
Ｌ ｉ ｅ ｔ ａｈ

， 
２ ０ １ ７

）
．

３２ ０Ｅ 诱导幼虫组织程序性细胞死亡 （ ＰＣＤ ）

ＰＣＤ 是动物发育过程中重要的
一

步 。 在 昆虫变态发育过程中 ２ ０Ｅ 在多种幼虫组

织中 引起 ＰＣＤ ， 包括幼虫肌肉组织 （
Ｓｃ ｈｗａｒｔｚ

，１ ９ ９２
）

， 运动神经元 （
Ｓ ｔｒｅ ｉｃｈｅ ｒ ｔ ｅ ｔ ａ ｌ ．

，

１ ９ ９ ７
）

， 前丝腺
（
Ｋａｋｅ ｉ ｅ ｔ ａ Ｌ

，
２ ００ ５

）
以及中肠

（
Ｄ ｏｎｇ

ｅ ｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ５

）
。 在幼虫 向成虫转变

过程中幼虫组织逐渐凋亡 ， 成虫组织逐渐形成 。

３ ． １ ２ ０Ｅ 与细胞凋亡

２０ Ｅ 主要通过 ＰＣＤ 诱导幼虫组织 的降解 。 在全变态 昆虫 由幼虫到蛹 的转变过程

中 ， 部分或全部幼虫组织都要发生 降解 。 在果蝇的变态过程 中 ， 蛹期 的唾液腺经 ２ ０Ｅ

诱导凋亡相关基因 的表达起始 ＰＣＤ 从而降解消失 （
Ｙ ｉｎａ ｎｄＴｈｕｍｍｅ ｌ

，２０ ０ ５
）

。 在家蚕

丝腺细胞 中 ， ２ ０Ｅ 诱导 ｍ？ ｖｏ 基因表达 （
Ｔｅ ｒａ ｓｈ ｉｍａ ｅ ｔ ａ ｌ ．

，

２ ００ ０
）

， 以及随后 的细胞核固

缩 ， 细胞收缩 ， ＤＮＡ 片段化 以及细胞核的碎片化 。 按照这种方式 ， ２０Ｅ 在刺激 １ ４４ｈ

后 ， 细胞 出 现凋亡小体
（
Ｔｅ ｒａ ｓ ｈ ｉｍａｅｔａ ｌ ．

，
２０ ０ ０

）
。 在家蚕脂肪体中 ， ２０Ｅ 通过 ＥｃＲ／Ｕ ＳＰ

转录复合体诱导调亡基 因表达 （
Ｔ ｉａ ｎｅ ｔａ ｌ ．

，２０ １ ２
）

。 只有在转录水平上引 起细胞调亡

１ ６
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是远远不够的 ，
２ ０Ｅ 也 能通过非基因组途径促使细胞凋亡 （ 图 １ ＿ ７ ）（

Ｉ
ｇａ ｅｔ ａ ｌ ．

，

２ ０ ０７
）

。

在家蚕丝腺细胞 中 ， 也存在着非基因 组途径调控细胞凋 亡 。 ２０Ｅ 引 起胞 内 Ｃａ
２＋水平

的升高 ， 活化蛋 白激酶 Ｃ （ ＰＫＣ ） 以及半胱天冬蛋 白 酶 ｃ ａ ｓ ｐａ ｓｅ ｓ 进而促使 ＤＮＡ 的片

段化
（
Ｉｇａ ｅｔ ａＬ

，
２０ １ ０

）
。

２〇Ｅ 〇

／Ｍｅｍｂｒａｎｅ

／ ｒｅｃｅｐｔｏ ｒ

＿
＿
＿
—




ｗ—

＾

＾Ｃｙｔｏｓｏ ｌｍｅｍ ｂ ｒａｎｅ

Ｎ ｕｃｌｅｕｓ

^

／Ｎ ｕｃ ｌ ｅａ ｒ

（＾ｒ ５ｕ ｓ？）
＾ ｔｅ ｒａｃｔ ｉｏｎ ？ １

ｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒ
￣

＜ ， ■
＿

＿ ＿ ？
？
一

Ｊ
一＂

Ｎｕｃ ｌｅａ ｒ

̄

Ｔ、
ｓ＼言ｃｏｎｄｅｎｓａｔ ｉｏｎ

Ｅａ ｒ ｌｙｇｅｎｅｙ ＼

ｉ／
Ｅ ｆｆｅｃ ｔｏ ｒ

ｇｅｎｅ

Ｉ

Ｃｅ ｌ ｌ ｓｈｒｉｎ ｋａｇｅＮｕｃ ｌ ｅａ ｒ  ｆ ｒａｇｍｅｎ ｔ ａ ｔｉｏｎ

Ａｐｏｐ ｔｏｔ ｉｃｂｏｄｙ
ｆｏ ｒｍ ａｔ ｉｏｎＯＮＡ ｆ ｒａｇ

ｍ ｅｎ ｔａ ｔ ｉｏｎ

图 １ ． ７ ． ２ ０ Ｅ通过非基因组途径促使细胞凋亡 （
Ｉ
ｇａ ｅ ｔ ａ ｌ ．

，
２ ０ １ ０

）
。

Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ １ ． ７ ．２ ０Ｅ

ｐ ｒｏｍ ｏ ｔ ｅ ｓａ ｐｏ ｐ ｔ ｏ ｓ ｉ ｓｔ ｈ ｒｏ ｕｇ
ｈｔ ｈ ｅｎ ｏ ｎ

－

ｇ
ｅ ｎ ｏｍ ｉ ｃ

ｐａ ｔ ｈｗａｙ（
Ｉ ｇａｅ ｔａ ｌ ．

，
２ ０ １ ０

）
．

３ ． ２ ＰＫＣ 与细胞凋亡

ＰＫＣ 属于丝氨酸 ／苏氨酸蛋 白 激酶家族 ， 它参与 调控细胞的多种生理功能 ， 包括

细胞增殖 ， 细胞存活和细胞凋 亡 （
Ｎ ｅｗ ｔｏｎ

，
２ ０ ０３

）
。 ＰＫＣａ 、

卩
、 ｓ 和 ｉ

；
能够抑制凋亡 ，

而 ＰＫＣ５ 在多种类型细胞中可 以促使细胞凋 亡 。在人的腮腺 Ｃ ５ 细胞 中 ， 抑制 了ＰＫＣ Ｓ

的活性之后抑制 了 凋亡 的发生 ， 包括抑制 ｃａ ｓｐａ ｓｅ 的活化 ， ＤＮＡ 的片段化 以及凋亡

小体的形成 （
Ｍａ ｔａ ｓ ｓａ ｅ ｔ ａ ｌ ．

，

２０ ０ １

）
。 突变平滑肌细胞 中 的 Ｐ ＦＣＣＳ ， 使依托泊苷 （ 凋亡

诱导剂 ） 不能诱导细胞凋亡 （
Ｈ ｕｍｐｈ

ｒ ｉｅ ｓｅｔａ Ｌ
，
２ ０ ０６

；
Ｌｅ ｉｔｇｅｓｅｔａ ｌ ．

，
２０ ０ １

）
。 在应答凋亡

信号刺激 的过程 中 ， ＰＫＣＳ 受到凋 亡信号刺激后被活化 ， 活化后 的 ＰＫＣ Ｓ 穿过核膜进

入细胞核 ， ｃａ ｓ
ｐ
ａ ｓｅ

－

３ 在 ＰＫＣＳ 的 Ｃ １ 域和催化域之 间 的绞链区进行切割 ， 释放活化

的 ＰＫＣＭ崔化域片段 ， 最后执行凋亡 （ 图 １ ． ８ ）（
Ｒｅｙ

ｌａ ｎｄ
，２００７）

。

１ ７
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Ａ
ｐ
ｏ
ｐ
ｔｏｔ ｉ ｃＳｔ ｉｍｕ ｌ ｕｓ

ＰＫＣｄ＼

Ｐ ｈ ｏｓ 
－Ｙ－ＰＫａＣａｓ

ｐ
ａｓｅ －

３

， Ｃ ＜ａｓ
ｐ
ｏ ｓ ｃ

－

３

ｐ
ｈ ｏ ｓ

－Ｙ －ＰＫＣｏ— ６ＣＦ—？ ｏ
ｐ
ｏ
ｐ
ｔｏ ｓ ｉ ｓ

图 １ ． ８ ．ＰＫＣ５ 促使细胞凋亡的步骤 （
Ｒｅｙ

丨 ａ ｎ ｄ
，
２ ００７

）
。

Ｆ ｉ

ｇ ｕ ｒｅ１ ． ８ ．Ｔｈ ｅｓ ｔ ｅ ｐｓｏ ｆ ＰＫＣ５
ｐｒｏｍ ｏ ｔ ｅ ｓａ ｐｏ ｐｔ ｏ ｓ ｉ ｓ（

Ｒｅ ｙ ｌ ａ ｎ ｄ
，
２ ００７

）
．

３ ． ３ Ｃ ａ
２ ＋与细胞凋亡

细胞质 中 的钙作为 多功能信号传导离子被认为几乎参与 到每个细胞 中 的关键信

号传导过程 ， 调节广泛的生物代谢过程 （
Ｂ ｅ ｒ ｒ ｉｄ

ｇ
ｅ

，１ ９９ ３
；
Ｃａ ｒａ ｆｏ ｌ ｉ

，
２０ ０ ２

）
。 除 了参与细

胞的胞吐 ， 细胞增殖过程 （
Ｂ ｅｒｒ ｉｄ ｇｅ ，

１ ９ ９ ５
）
和生长发育 外 ， Ｃ ａ

２＋

信 号也参与诱导细胞

调亡 以及组织坏死 （
Ｂ ｒ ｉ ｎ ｉ ａ ｎｄ Ｃ ａ ｒａｆｏ ｌ ｉ

，
２ ０ １ Ｉ

；
Ｃ ａ ｒａｆｏ ｌ ｉ

，

］ ９９ ４
）

。 Ｃａ
２＋诱导的细胞獨亡是

通过线粒体 内 Ｃａ
＞ 浓度升 高改变线粒体 的 通透性 ， 打幵线粒体外膜上 的通道蛋 白

（
Ｓｅ ｋ ｉｍ ｏｔ ｏ ｅ ｔ ａ ｌ ．

，

２ ００ ６
）

， 线粒体中 的细胞色素 Ｃ 和凋亡诱导因子 Ａ Ｉ Ｆ 被释放进入细胞

质 ， 活化Ｃ ａ ｓ
ｐ
ａ ｓｅ ｓ促使细胞凋亡 （

Ｇａ ｌ ｌｕｚｚ ｉ ｅ ｔ ａ ｌ ．

，

２０ １ ２
）

。

胞外 Ｃ ａ
２ ＋进入细胞要受到严格 的信号调控 。 细胞膜上的不 同 Ｃａ

２＋通道激活后开

放进而使得 Ｃａ
２＋通过 Ｃ ａ

２＋通道 内 流 。 在细胞膜上存在受体操纵的 Ｃａ
２ ＋通道 （ ＲＯＣ ）

和钙池操纵的 Ｃａ
２Ｔ通道 （ ＳＯＣ ） （ 图 １ ． ９ ） 。 在 由 ＲＯ Ｃ 引 起 的钙 内 流 （ ＲＯ Ｃ Ｅ ） 中 ，

受体与配体结合后直接把信号传递给 ＲＯＣ 通道 引 起 ＲＯＣ Ｅ 。 而在 ＳＯＣ Ｅ 过程 中 ， 膜

信号先传递到 内 质 网 中 引 起 内 质 网钙池中 的 Ｃａ
２＋

释放到细胞质 中 ， 内钙排空后 ， 内

质 网膜上 的 Ｃ ａ
２＋感 受器 ＳＴ ＩＭ 与膜上 的 ＳＯＣ 通道相互作用开放 ＳＯ Ｃ 通道 ， 最终 引

起 ＳＯＣＥ 。 ＳＯＣ 通道作为细胞膜上
一

种重要 的 Ｃａ
２＋通道存在与大部分的 多细胞生物

中 （
Ｌｅｗ ｉｓ

，
２ ０ １ １

）
。 Ｃ ａ

２ ＋通道 Ｏ ｒａ ｉ 以及瞬时受体电势 阳离子通道 （ ＴＲ Ｐ ） 都属于 ＳＯＣ

通道 。 １ ９ ８ １ 年 ， ＳＯＣＥ 首次在腮腺细胞中被描述 （
Ｐ ｕ ｔｎｅｙｅ ｔ ａ ｌ ．

，
１ ９ ８ １

）
。 在此之后 ，

对脊椎动物中 ＳＯＣ Ｅ 的细胞及分子机制 的研宄成为热 点研 究课题 （
Ｐ ａ ｒｅｋｈａｎ ｄＰ ｕｔ ｎｅｙ ，

２００５
）

。

１ ８
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Ｒｅｃｅ ｆ＞ ｔｏｒ －

ｏｐｅ ｒａ ｔｅｄＣ ａ
ｒ

Ｅ ｎ ｔ ｒｙ

／
＊

Ｎ ａ

＼
ｌ＿ ｉｇ ａ ｒ ？ ｃＪ

■

？
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图 １ ． ９ ．Ｃ ａ
２ ＋通过细胞膜上的 ＲＯＣ 通道和 ＳＯＣ 通道内流示意图 （

Ｋｕ ｈ ｒ ｅ ｔ ａ ｌ ．
，
２ ０ １ ２

）
。

Ｆ ｉｇｕ
ｒｅ１ ． ９ ．Ｃ ａ ｌｃ ｉ ｕｍ ｉ ｎ ｆｌ ｕ ｘ ｔｈ ｒｏｕ ｇ

ｈＲＯＣａ ｎ ｄＳＯＣｏｎｔ ｈ ｅｃｅ ｌ ｌｍ ｅｍ ｂｒａ ｎ ｅ
（
Ｋｕ ｈ ｒ ｅ ｔ ａ Ｌ

， 
２ ０ １ ２

）
．

４ ． 存在的科学 问题和研究方案

蜕皮激素通过非基 因组途径快速启动细胞 内 信号转导 ， 促使蛋 白质发生磷酸化

以及亚细胞定位 的变化 ， 从而调控基因组途径中 ２０ Ｅ 调控 的相关基因的表达 ， 最终

促使细胞凋亡以及 昆虫 的变态 。 在此过程中 ， 对 ２０Ｅ 信号途径中参与的各种信号分

子 目 前 己经进行 了部分研宄 ， 这些研宄结果共同完善了２０Ｅ 经细胞膜受体介导 的非

基因组途径 。 但是 ２ ０Ｅ 促进细胞凋亡 的
一

些分子机制还不是非常清楚 。 例如 己经报

道 ２ ０Ｅ 可 以经过 ＰＫＣ 调控蛋 白质 的磷酸化 ， 促进基因转录 。 但是具体是哪
一

种 ＰＫＣ

参与其中并没有详细的报道 。 此外 ， ＥｃＲ 与 Ｕ ＳＰ 形成转录复合体结合 ＥｃＲＥ 调节基

因转录 。 Ｕ ＳＰ 的磷酸化及机制 已经被鉴定 ， 而 ＥｃＲ 只知道可以被磷酸化 ， 但是具体

的磷酸化机制仍不是很清楚 。 ２ ０Ｅ 诱导胞 内 Ｃａ
２＋浓度增加 已经有 多篇文献报道 ， 具

体的 Ｃａ
２＋浓度增加机制 目 前 只有部分报道 ， 证明是通过 ＳＯＣ Ｅ 。 但是作为起始 Ｓ０ＣＥ

的蛋 白 ， ＳＴＩＭ １ 在其 中发挥 的功能 以及 ＳＴＩＭ １ 在 昆虫中 的作用机制并不是很清楚 。

本论文利用棉铃虫 中肠凋亡模型为研宂对象 ， 同 时结合实验室特有 的棉铃虫表

皮细胞系 ＨａＥ ｐ ｉ ， 通过分子生物学技术研究 ＰＫＣＳ 在棉铃虫变态发育时期的表达调

控 ， 定位变化 以及功能 。 寻找 ＰＫＣ８ 的作用底物 ， 进
一

步完善 ２ ０Ｅ 信号途径 。 通过

研宄 ＳＴ ＩＭ １ 对 ２ ０Ｅ 诱导的 Ｃ ａ
２
￣

变化的影响 ， 以及在 ２ ０Ｅ 诱导下 的蛋 白 质翻译后修

饰变化对 ＳＴＩＭ １ 的功能的影响 ， 进
一

步 阐述 ＳＴ ＩＭ １ 在蜕皮激素信号途径中促进细

胞凋亡的分子机制 ， 从而完善 ２０Ｅ 的 Ｃ ａ
２＋信号途径 。 通过以上两部分的研究 ， 揭示

蜕皮激素促进细胞凋亡的分子机理 ， 丰富类 固醇激素非基因组途径 ， 为 以后的实际

应用提供理论基础 ， 对蛻皮激素调控 昆虫幼虫向蛹 的转变过程进行更深刻的认识 。

１ ９
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第二章 ＰＫＣｄｅｌｔａ 参与棉铃虫蜕皮激素信号途径促进细胞凋亡

的研究

１ 引言

蛋 白激酶 Ｃ§
（
ＰＫＣＳ

） 属于丝氨酸／苏氨酸蛋 白激酶 Ｃ 家族并在促细胞凋亡过程

中起重要作用 （
Ｒｅｙ ｌａｎｄ

，
２００ ７

；
Ｚｈａｏｅｔ ａ ｌ ．

，
２ ０ １ ２

）
。 人的 ＰＫＣＳ 包含三个保守的功能域 ，

Ｃ ｌ 、 Ｃ ２ 和催化结构域 。 在应答凋亡信号刺激的过程 中 ， ｃａｓｐａｓｅ
－

３ 在 ＰＫＣＳ 的 Ｃ １

域和催化域之间 的绞链 区进行切割 ， 释放活化的 ＰＫＣＳ 催化域片段 。 活化的 ＰＫＣＳ

会从细胞质迁移到细胞核 中进而诱导细胞凋亡 （
Ｒｅｙ ｌａｎｄ

，２００７）
。 根据报道 ， 在人的

细胞中 ＰＫＣ５ 第 ３５ ９ 位的丝氨酸磷酸化能够增强 ＰＫＣ５ 的活性 （
Ｇｏｎｇ

ｅｔａ ｌ ．

，
２０ １ ５

）
。

在 ＨＥＫ２ ９３Ｔ 细胞中 ， 催化结构域第 ５０７ 位的苏氨酸磷酸化对于 ＰＫＣＳ 的体内活性是

必需的 ， 而体外活性则不需要 （
Ｌ ｉｕ ｅｔ ａ Ｌ

，
２ ００６

）
。 非磷酸化 的翻译前体显示有很少或

没有活性 。 新型的和非经典的 ＰＫＣ 其催化域中的苏氨酸残基十分保守 ， 把这些苏氨

酸残基突变后会导致催化功能 的缺失 （
Ｇａｒｃ ｉａ

－Ｐａｒａｍ ｉｏ ｅｔ ａ Ｌ
，

１ ９９８
）

。 过表达 ＰＫＣＳ 催

化结构域定位于细胞核 中并显著地诱导细胞调亡 （
ＤｅＶｒ ｉｅｓｅｔ ａ Ｌ

，

２ ００２
）

。 但是 ， 诱导

ＰＫＣ５ 表达的上游诱导因子仍不是很清楚 ， 特别是大家都很关心 的类固醇类激素 。

类固醇激素 ２０Ｅ 在昆虫和植物中都有产生 （
Ａｄ ｌｅｒａｎｄＧｒｅ ｂｅｎｏｂ１ ９９５

；Ｇ ｉ ｌｂｅｒｔ
，

２００４
）

。 ２０Ｅ 在 昆虫变态过程中 能促使程序性细胞死亡 （
Ｒ ｉｄｄ ｉｆｏｒｄ ｅｔ ａ ｌ．

，
２００３

）
。 在黑

腹果蝇中 ， ２０Ｅ 还能使细胞增殖停止 （
Ｈ ｏｍｅｍ ｅｔ ａＬ

，２ ０ １ ４
）

。 在棉铃虫中 ， ２ ０Ｅ 引起

细胞 自噬 向细胞凋亡 的转换 （
Ｌ ｉｅｔａ Ｌ

，２０ １ ６
）

。 还能拮抗胰岛素 的功能 （
Ｌ ｉｕｅｔａ Ｌ

，

２０ １ ５ａ
）

， 促进 ＰＴＥＮ 的表达 （
Ｃａ ｉ ｅｔ ａ Ｌ

，
２０ １ ６

） ， 以及促进 Ｈ ｉ
ｐｐ

ｏ 信号途径来诱导凋亡

（
Ｗａｎｇ ｅｔ ａＬ

，

２０ １ ６ａ
）

。 此外 ，
２０Ｅ 还被当作

一

种食品添加剂用来维持人体的糖脂平衡 ，

而且没有哺乳类激素那样的副作用 （
Ｈｕｎｙａｄｉｅｔ ａＬ

，
２０ １６

）
。

在昆虫中 ， ２０Ｅ 通过促使 ＥｃＲ／ＵＳＰ 的核转录复合体活化进而起始基因转录 ６ 在

这个过程 中 ， 蛋 白质 的磷酸化十分重要 。 磷酸化的蛋 白质对于 ＥｃＲ／Ｕ ＳＰ 的核转录复

合体形成 以及复合体与 ＤＮＡ 上蜕皮激素应答元件 ＥｃＲＥ 的结合都是不可或缺的 。 在

果蝇和棉铃虫 （
Ｌ ｉｕｅｔ ａ Ｌ

，
２０ １ ４ｂ

；Ｓｏｎｇ ｅｔ ａ ｌ ．
，
２００３

）
中发现核转录因子 Ｕ ＳＰ 在 ２０Ｅ 信

号途径中会发生磷酸化 ， 并且这种磷酸化受某些未知的 ＰＫＣ 调控 。 所有 的实验都是

通过 ＰＫＣ 的抑制剂来证 明的 。 作为核转录复合体的另
一

个组成部分 ， ＥｃＲ 磷酸化同

２０
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样备受关注 。在家蚕 （
Ｓｒ ｉｄｈａｒａ

，
２０ １２

） 以及棉铃虫 （
Ｒｅｎ ｅｔａ Ｌ

，
２ ０ １４

）
中均发现 ＥｃＲＢ ｌ

会发生磷酸化 。 但是 ， ＥｃＲＢ ｌ 磷酸化的机制 以及受哪类 ＰＫＣ 调控都不是很清楚 。

在本章 中 ， 我们 以鱗翅 目 昆虫棉铃虫为研究对象来回答 以上的科学 问题 ， 探宄

２０Ｅ 调控 ＥｃＲＢ ｌ 的磷酸化机制 以及 ＰＫＣ 在此过程 中的作用 。 我们的研宄结果表明

在棉铃虫变态时期 ， ２ ０Ｅ 能够上调表达 ＰＫＣ５ ？ ＰＫＣ５ 促使幼虫组织发生程序性细胞

死亡 。 此外 ， ＰＫＣＳ 还能介导凋亡相关基因的表达。 ＰＫＣＳ 在催化结构域上的 １ ３４３ 位

的苏氨酸残基上发生 自 磷酸化 ， 该磷酸化对活化 ｃａｓ ｐａｓｅ
－

３ 十分重要 。 ＰＫＣＳ 在细胞

核中直接磷酸化 ＥｃＲＢ ｌ 促进了ＥｃＲＢ ｌ ／ＵＳＰ ｌ 转录复合体的形成 以及与 ＥｃＲＥ 的结合

进而调控基因 的转录 。 这些结果表 明 在变态时期 ２０Ｅ 通过上调表达 ＰＫＣ Ｓ 诱导

ＥｃＲＢ ｌ 磷酸化 ， 促使基因表达 ， 最终导致细胞凋亡 。

２ 实验材料与方法

２ ． １ 实验材料

２ ． １ ． １ 实验动物

以农业害虫 、 鱗翅 目 昆虫棉铃虫为研究对象 。 棉铃虫幼虫在实验室中 饲喂培养 ＜ ３

温度为 ２７± １ １ ， 湿度为 ６ ０％ 。

一

天光照时 间 １ ４ｈ ， 黑暗时间 １ ０ｈ 。 定期添加词料 。

２ ． １ ．２ 实验细腺

从棉铃虫表皮组织 中分离 出单个细胞进行传代培养 ， 构建了 棉铃虫表皮细胞系

（ ＨａＥｐ ｉ ）
（
Ｓｈａｏ ｅｔ ａ ｌ ．

， 
２ ００８

）
。 用特定 的 昆虫 Ｇｒａｃｅ

’

ｓ 培养基并添加 １ ０％的胎牛血清进

行静置培养 。 培养箱温度设为 ２ ７
°

Ｃ 。 该细胞系可用于鳞翅 目 昆虫的相关研宄 。

２丄３ 实验试剂

ＴＲ Ｉ ｚｏ ｉｍ４ 提取试剂 （ 百泰克 ， 北京 ， 中 国 ） ， ｃＤＮＡ 第
一

链反转录试剂盒 （ ａｂｍ ，

加拿大 ） ， 荧光定量 ２ ｘＳＹＢ Ｒ ｒｅａ ｌ

－

ｔ ｉｍｅＰＣＲ
ｐｒｅ

－ｍ ｉｘｔｕｒｅ（ 百泰克 ， 北京 ， 中 国 ） ， ＲＩＰＡ

裂解液 （ 碧云天 ， 北京 ， 中 国 ） ， ２０ －轻基蜕皮酮 （ ２０Ｅ ）（ Ｃａｙｍａ ｎｃｈｅｍ ， 密歇根州 ，

美国 ） ， ＤＮＡ 聚合酶 （全式金 ， 北京 ， 中 国 ） ，
二甲基亚枫 ＤＭＳＯ（ 索莱宝 ， 北京 ，

中 国 ） ， 放线菌酮 （ 生工生物 ， 上海 ， 中 国 ） ， 氨苄青霉素 ， 硫酸卡那霉素 （生工生

物 ， 上海 ， 中 国 ） ， Ｔ７ 滿＾ 聚合酶、 ＲＮＡ 酶抑制剂 、 ＮＴＰ ｓ（赛默飞世尔 ， 德克萨

斯 ， 美国 ） ， Ｇｒａｃｅ
’

ｓ 培养基 （ Ｇ ｉｂ ｉｃ ｏ ， 纽约 ， 美 国 ） ， 特级胎牛血清 （ Ｂ ｉｏ ｌｏｇ ｉｃａ ｌ Ｉ ｎｄｕｓ ｔｒ ｉｅｓ ，

以色列 ） ， 各种 引 物 的合成 （ 生工生物 ， 上海 ， 中 国 ） ， ＤＮＡ 和 ＲＮＡ 转染试剂

Ｑｕ ｉｃｋＳ ｈｕｔｔ ｌｅ
－

ｅｎｈａｎｃｅｄ Ｃ 博奥龙 ， 北京 ， 中 国 ） ， ＤＮＡ 限制性 内切酶 Ｃ赛默飞世尔 ，

德克萨斯 ， 美国 ） ， Ｘ
－磷酸酶和 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶 （

Ｎｅｗ Ｅｎｇ ｌａｎｄ Ｂ ｋ） ｌａ ｂｓ ， 英国 ）
， 质粒

２ １
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提取试剂盒 （捷瑞 ， 上海 ， 中 国 ） ， 辣根过氧化物酶 （ＨＲＰ ） 标记 的羊抗 鼠和羊抗兔

ＩｇＧ ， 碱性磷酸酶标记的羊抗兔或抗鼠 的二抗 （ 中杉 ， 北京 ， 中 国 ） ， 山 羊抗兔荧光

二抗 ＡＬＥＸ４８ ８（ ｉｎｖｅ ｉｔｒｏｇｅ ｎ ， 卡尔斯 巴德 ， 美国 ） ， ＧＦＰ／ＲＦＰ／Ｈ ｉｓ 单克隆抗体 （艾

博泰克 ， 武汉 ， 中 国 ） ， 合成试剂盒 ＭＥＧＡｓｃ ｒ ｉ
ｐ
ｔ
ＴＭ

ＲＮＡ ｉ ｋ ｉｔ（赛默飞世尔 ，

德克萨斯 ， 美国 ） ， Ｃａｓｐａ ｓｅ
－

３活性检测试剂盒ＴｈｅＮｕｃＶ ｉｅｗ
？

Ｃａｓｐ
ａ ｓｅ

－

３ａｓ ｓａｙｋ ｉｔ

（ Ｂ ｉｏｔ ｉｕｍ ， Ｈａｙｗａｒｄ ， 美国 ） ， 染色质 免疫共沉淀试剂盒 Ｃ ｈＩＰａｓｓａｙ
ｋ ｉｔ（ 碧云天 ， 北

京 ， 中 国 ） ， 憐酸化水平检测试剂盒 （生工生物 ， 上海 ， 中 国 ） 。 ＧＰＣＲ 抑制剂 ｓｕｒａｍ ｉｎ
，

ＰＬＣ抑制剂 Ｕ ７３ １ ２２
，

ＩＰ３Ｒ 的抑制剂 
Ｘｅｃ以及 ＰＫＣ 的抑制剂 ｃｈｅ ｌｅ ｒｙｔｈｒ ｉｎｅｃｈ ｌｏｒ ｉｄｅ

（
ＣＣ

）

４
＇

，
６
－ ｄ ｉａｍ ｉｄ ｉｎｏ－２

－

ｐｈｅｎｙ ｌ ｉｎｄｏｔｅ（ＤＡＰ Ｉ ） 弗 氏转染试剂 ， 均购 自 美国西格玛公 司 ， 其他

常用试剂均是购 自 国药的分析纯试剂 。

２ ． １ ．４ 实验仪器

ＰＣＲ 仪 由北京君易仪器公司 生产 ， 电泳仪及电泳槽由北京六
一

仪器公 司生产 ，

微量分光光度计 由北京凯奥公式生产 ， 凝胶成像仪与荧光定量 ＰＣＲ 仪 由 美国伯 乐公

司生产 ， 高速冷冻离心机来 自 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司 生产 。 ０ １ｙｍｐｕｓ
ＢＸ５ １ 焚光显微镜和倒

置荧光显微镜分别购 自 日 本 Ｏ ｌｙｍｐ
ｕｓ 和 Ｎ ｉｋｏｎ 公司 ， 倒置激光共聚焦显微镜来 自 德

国蔡司公司 。

２ ．２ 实验方法

２ ．２ ． １ 组织 ＲＮＡ 的提取

选取各个龄期的幼虫若干只 ， 包括 ５ 龄取食期 ， ５ 龄蜕皮期 ， ６ 齡 ６ ｈ 以及之后

每隔 ２４ｈ 的幼虫 。 显微镜下解剖取其表皮 ， 中肠和脂肪体各 ５ ０ｍｇ ， 迅速置于含 １ｍ ｌ

ＴＲＩｒｏ ｌ 的研磨器中于冰上研磨 。 充分研磨后转至离心管 中冷冻离心 ， １ ５ ０ ００ ｒｐｍ ，１ ０

ｍ ｉｎ ， 上清转移至干净离心管中加入 ２ ００ ｆ

ｉ ｌ 的氯仿 ， 室温震荡 １ ０ｓ 充分混匀 ， 室温

静置 ２ｍ ｉｎ ，１ ５ ０ ００ｒ
ｐ
ｍ ，１ ５ｍ ｉｎ 冷冻 离心 。 小心吸取上层水相 ， 切勿触及中 间蛋 白

层 ， 转移至另
一

无 ＲＮａｓｅ 的离心管中 ， 加入等体积的异丙醇 ，

－

２０
＊

£ 沉淀过夜 。 然

后 １ ５０００ｒ
ｐｍ ，１ ０ｍ ｉｎ 离心 ， 弃上清 。 用 ｌ ｒａ ｌ８ ０％的 乙醇洗沉淀 ， 离心后去掉乙醇 ，

风干得到的即为总 ＲＮＡ 。

２ ．２ ．２ 细胞系 中 ＲＮＡ 的提取

待六孔细胞培养板中 的细胞密度达 １ ００％时 ， 用 ｌ ｘＰＢ Ｓ （ １ ４０ Ｍｍ ＮａＣ ｌ ，２ ． ７ Ｍｒａ

ＫＣ １ ， １ ０ Ｍｍ Ｎａ２ＨＰＯ４ ，１ ． ８ Ｍｍ ＫＨ２Ｐ０４ ） 洗
一

次 ， 加入 ｌ Ｉｎ ｌ ＴＲＩｚｏ ｌ充分吹打裂解

细胞 。 裂解的细胞转移至干净的离心管中 ， 之后 同上述实验方法
一

样 。

２２
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链 ｃＤＮＡ 的合成

上述 ＲＮＡ 用无 ＲＮａｓｅ 的水溶解后 ， 按照 ａｂｍ 公司生产 的 ５ＸＡ ｌ ｌ
－

Ｉｎ－ＯｎｅＲＴ

Ｍａ ｓｔｅｒＭｉｘ 反转录试剂盒提供的方法反转录 ｃＤＮＡ 。 反应体系如下 ；

ＲＮＡ ２ ｎｇ

ＡｃｃｕＲＴＲｅａｃｔ ｉｏｎＭｉｘ（４Ｘ） ２
 （

．ｉｌ

无 ＲＮａｓｅ 的水加至 ８
ｐ

ｉ

４２ Ｔ 孵育 ２ ｍ ｉｎ ， 继续加入

ＡｃｃｕＲＴＲｅａｃ ｔ ｉｏｎＳ ｔｏｐｐｅ ｒ（
５Ｘ

）２
 ｊ
ｘｌ

５Ｘ Ａ ｌ ｌ
－

Ｉｎ－ＯｎｅＲＴ Ｍａｓ ｔｅ ｒＭ ｉｘ ４
 ｆ

ｘ ｌ

无 ＲＮａｓｅ 的水 ６
ｐ

ｉ

２５ｔ 孵育 １ ０ｍ ｉｎ ， 之后 ４２

°

Ｃ 孵育 ３ ０ｍ ｉｎ ， 最后 ８ ５孵育 ５ｍ ｉｎ 。
－ ２０

＜

£ 保存 。

２ ．２ ．４ 组织蛋 白 的提取

与上述提取 ＲＮＡ 的取材方法
一

样 ， 将取得的组织在预冷的 ４０ ８ ． ０ ）

Ｔｒ ｉ
－ＨＣ ｌ（含 Ｉ ｍＭ 的 ＰＭＳＦ ） 中研磨 ， 充分研磨后转移至离心 管中冷冻离心 ， １ ５ ００ ０

ｒｐｍ ， １ ５ｍ ｉｎ 。 将上清转移到新的离心管 中 ， 得到的即为组织总蛋 白 。

２ ．２ ．５ 细胞蛋 白的提取

待细胞密度达到 ９０％－

１ ００％后 ， 用 ｌ ｘＰＢ Ｓ 洗
一

次 ， 加入 １ｍ ｌ ｌ
ｘＰＢ Ｓ （含 １ｍＭ 的

ＰＭＳＦ ） ， 用细胞刮板轻轻刮取细胞 ， 然后转移至离心管中 。 ３ ０ ００ｒｐｍ２ｍ ｉｎ 冷冻离

心 ， 去上清收集细胞 ， 加入 １ ００ 叫 的 Ｒ１ＰＡ 裂解液悬起细胞 ， 冰上裂解 １ ０ｍ ｉｎ 。

２ ．２ ．６ 基因克隆

从棉铃虫转录组库中 中 获得 ＰＫＣ ５ 的 ３

’

端序列 ， 从 中科院动物所邹振老师那里

得到基因 的 ５
’

端序列 。 通过 ＢＬＡ ＳＴＸ （ｈｔｔｐ ： ／／ｗｗｗ． ｎｃ ｂ ｉ ＿ ｎ ｌｍ ． ｎ ｉｈ ．

ｇ
ｏｖ／ ） 分析属于 ＰＫＣ８

的 ５
’

和 ３
’

序列 。 根据这些片段设计基 因 的上下游 引 物 ＰＫＣ５
－Ｆ ：ａｃｇｃｇｃｔｃｃ ｇａｔｇａｇｃｇａｃ

和 ＰＫＣ５
－Ｒ ：ｃｔｇ

ｃ ｇ
ｃｃｔ

ｇｃｔａａａｔ
ｇ

ｔａａｃ 。 通过 ＰＣＲ 扩増 出 ＰＫＣ Ｓ 全长 ， 然后 测序验证 。 用

ＥｘＰＡＳｙ
（ｈｔｔｐ ： ／／ｗｅ ｂ ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ／ｔｒａｎｓ ｌａｔｅ ／ ） 网站确定ＰＫＣ５的开放阅读框 （ ＯＲＦ ） 序列 。

ＳＭＡＲＴ软件 （ ｈｔｔｐ ： ／／ｓｍａｒｔ ． ｅｍｂ ｌ
－ｈｅ ｉｄｅ ｌｂｅｒｇ ． ｄｅ／）分析蛋 白质 的结构域 。 用ＭＥＧＡ５ ． ０

和 ＧＥＮＥＤＯＣ 软件进行蛋 白质序列 比对的进化树制作 。

２ ．２ ． ７ 实时定量 ＰＣＲ

以反转录的 ｃＤＮＡ 第
一

链为模板 ， 设计对应的 ＲＴ 引物 （表 Ｉ ）
，按照下列体系

配置反应液进行实时定量荧光 ＰＣＲ 。

２ ３
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

ｃＤＮＡ ２
 ｉ

ｌｌ

Ｆ引物 （ ｌ ｐＭ ） ４
ｆ

ｘ ｌ

Ｒ引物 （ １＾Ｍ ） ４ ＾１

２ ＞＜ＳＹＢＲｒｅａ ｌ
－

ｔ ｉｍｅＰＣＲ
ｐ

ｒｅ
－ｍ ｉｘｔｕｒｅ １ ０

 ｜

ｉｌ

总体积 ２０
ｐ

． １

ＰＣＲ
程序设为 ： ９ ５１ １ ５ｍ ｉｎ

；９ ５

〇

Ｃ１ ５ｓ ， ６ ０

°

Ｃ６ ０ ｓ ， ７ ８ｔ读板２ｓ
；６５Ｔ到

９５
＊

£ 分析溶解曲 线 ， 间隔 ０ ． ５
°

Ｃ 。 获得 Ｃ ｔ 值后 ， 用 公式 计算相对 ｍＲＮＡ 的

表达水平 。

ＡＣ ｔ
Ｗ＇ａ

］

， ＡＣ ｔ 实验组表示试验组中基 因的 Ｃ ｔ 值与 内参

ｆａｃ如 基因 的平均值之差 。 ＡＣｔ 对照组表示对照组中基因 的 Ｃ ｔ 值与 内 参
ｙ

ｆｆ
－ａｃ加 基

因 的平均值之差 。 经三次生物性重复和三次技术性重复 ， 得到 的数据经误差分析

（士ＳＤ ）
，
通过 ， 检验分析显著性差异 （

＊

／
？ ＜０ ． ０５ ，

＊ ＊

／
？
＜０ ． ０ １ ，＊ ＊ ＊

／
？
＜０ ． ０ ０ １ ） 。

表 １ ． 荧光定量 ＰＣＲ 引物

Ｐ ｒ ｉｍｅｒｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（
５

５

－３
５

）

ＰＫＣ８
－ＲＴＦ ａｃｇｃｃｇ

ｔｇａａｇｔｇｔｔｔｇａ

ＰＫＣ８
－ＲＴＲ ｃａｇａｇｇｔａｇｇｇａ

ｔ
ｇｇ

ｔｔａ
ｇ

ｔｇ

ＥｃＲＢ １
－ＲＴＦ ａａｔｔｇｃｃｃｇｔｃａｇｔａｃｇａ

ＥｃＲＢ ｌ
－ＲＴＲ ｔｇａｇｃｔｔｃｔｃａｔｔｇａｇｇａ

ＵＳＰ １ 

－ＲＴＦ ｇｇ
ｔｃｃｔｇａｃａｇｃａａｔｇｔｔ

ＵＳＰ １ 

－ＲＴＲ ｔｔｃｃａｇｃｔｃｃａｇｃ ｔｇａｃｔｇａａｇ

ＨＲ３
－ＲＴＦ ｔｃａａｇｃａｃｃ ｔｃａａｃａｇｃａｇｃｃｃ ｔａ

ＨＲ３
－ＲＴＲ ｇａｃ ｔｔｔ

ｇ
ｃ ｔｇａｔｇｔｃａｃｃｃｔｃｃｇｃ

Ｂｒｚ
－７－ＲＴＦ ｇｇｔｇａｃｔｇｔｃｃｔｔａｃ ｔ

ｇ
ｃｇｇｃａｔ

Ｂｒｚ
－

７
－ＲＴＲ ｔｔａａｔｔｃｃｔｔｔ

ｇａｃｃａ
ｔ
ｇａｃｔ

ｃａｓｐａｓｅ
－

１ＲＴＦ ｇａｇｔｔｇｇｇａａｔｇｔｔｇｔａｔｇｃ ｔ

ｃａｓｐａｓｅ
－

１ＲＴＲ ｇａｔｇｃａｇａｃｇａｔｇａｔｃｃａｔｃａ

ｃａｓｐａｓｅ
－

３ＲＴＦ ｇｇａｇａｃａａｇｇｇｔｇｇａｇａａ

ｃａｓｐａｓｅ
－３ＲＴＲ ｇｇａａｇｇｃｇｔ

ｇ
ｔａｔｇｔｇｇ

ｔ

ｃａｓｐ
ａ ｓｅ

－６ＲＴＦ ｇｃ
ｔｇｔ

ｇａ
ｔｃａｇ

ｔｇｃ ｔａｃｇｇａｔ

ｃａｓｐａ ｓｅ
－６ ＲＴＲ ｃｃｇａａｔｃａｇｃｔｇｃａｔａｃａｃｔｔ

Ｐ
－

ａｃｔ ｉｎＲＴＦ ｃ ｃｔｇｇ
ｔａｔｔ

ｇｃｔｇａｃｃｇｔａｔ
ｇｃ

Ｐ
－

ａｃｔｈＲＴＲ


ｃｔｇｔｔｇｇａａｇｇｔｇｇａｇａｇｇｇａａ


２ ．２ ．８ 蛋 白质免疫印记

按上述方法得到含总蛋 白 的上清后 ， 用 Ｂ ｒａｄｆｏｒｄ 法 （
Ｂ ｒａ ｄｆｏｒｄ

，１ ９ ７６
）
测定蛋 白

２４
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

浓度 ， 使之达到 １
－２ｍｇ／ｍ ｌ 。 加入 １ ／２ 体积的 ５ ｘ蛋 白质 处理液处理液煮沸 １ ０ｍ ｉｎ 。 在

每个 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 的加样孔 中加入 ２ ０ 网 的蛋 白进行电泳 ， 电压维持在 Ｖ ，

ＳＤ Ｓ
－ＰＡＧＥ 的浓度用 ７ ， ５％ ， 或 １ ２ ． ５

°九 然后用半干法转膜 ， 进行蛋 白质 印记 。 膜用

０ ．４ ５ 师 的硝酸纤维素膜 。 转完之后的膜用 ５％的脱脂奶粉封 闭 １ｈ 。 脱脂奶粉用 ＴＢ Ｓ

（ １ ０ ｍＭ Ｔｒ ｉｓ
－ＨＣ 丨

，
１ ５０ ｍＭ ＮａＣ ｌ

， ｐＨ ７ ． ５ ）溶解 。之后用
一

抗孵育 ， ４
ｏ

Ｃ 过夜 。用 ＴＢ ＳＴ

（ ＴＢ Ｓ 中 加入 ０ ． ０２％Ｔｗｅｅｎ ） 洗三次 ， 每次 １ ０ｍ ｉｎ 。 用碱性磷酸酶标记 的羊抗兔或

抗鼠的二抗 龟〇１ ： ５０００ 稀释后孵育 ２１１ 。 同样 １＾ ８１
＇

洗三次后加入 １ ０ 〇１ １ 的 丁８ ８
，含

５％的 ＮＢＴ 和 ５％的 ＢＣ ＩＰ 。 黑暗中显色 ２０ｍｉｎ 。

２ ．２ ．９ 过表达载体的构建

携带昆虫 ＩＥ 启动子的 ｐＩＥｘ－４－Ｈ ｉｓ（来 自捷克共和 国科学院生物 中心的 Ｍ ． Ｊ ｉｎｄｍ

教授 ） 用 于在棉铃虫 ＨａＥ ｐ
ｉ 细胞系 中 过表达融合蛋 白 。 首先把绿色荧光蛋 白 ＧＦＰ 和

红色荧光蛋 白 ＲＦＰ 的 ＯＲＦ 序列插入 ｐ
ＩＥｘ４－Ｈ ｉ ｓ 中 ， 构建成 ｐＩＥｘ－４－ＧＰ Ｆ／ＲＦＰ －Ｈ ｉｓ 质

粒 。 在此质粒的基础上把想要表达的基因片段插入 ＧＦＰ／ＲＦＰ 之前 。 用设计的不 同基

因 的 特 异 引 物 经 ＰＣＲ 扩 增 出 基 因 片 段 ， 经 纯 化 、 酶 切 、 连 接 步 骤 插 入

ｐ
ＩＥｘ－ｔＧＰＦ／ＲＦＰ －Ｈ ｉｓ 中 。 引物见表 ２ 。 最终通过过表达或测序验证构建的质粒是否

正确 。

表 ２ ． 构建过表达载体所需引物

Ｐｒ ｉｍｅ ｒｎａｍｅ Ｓ ｅｑｕｅｎｃｅ（５
５

－

３
Ｊ

）

ＡＰＫＣＳｏｅｘＦ ｔｃｇｔｔａａｃ ａｃｇｔｃａａｇａｇａａｇｇｃｃｇｔｇａｇａｃｃｔｔ

ＡＰＫＣＳｏｅｘＲ ｔｇｇｇａｔｃｃｇｃｇａｇｃｔｃｇａｃｇｇｇｇｇｔｃ ｇｃｃ ｔｃｃｇｃｃｃ

ＥｃＲＢ ｌ ｏｅｘＦ ｔａａｃａｃｇ
ｔｃａａｇａｇｃｔｃａｔｇａｇａｃｇｃｃｇｃｔｇｇｔａｔａａｃ



ＥｃＲＢ ｌ ｏｅｘＲ


ｇｃａｇｇｃｇｃｇｃｃｇａｇａｔｃｔｇｇａｇｃ ｇ
ｃｃｇｇｃ ｇａ ｇｔｃｃｇｃｃａ


２ ．２ ． １ ０ 细胞系中蛋白过表达

用 质粒提取试剂盒提取并纯化从大肠杆菌 五 中 扩增得到的 目 的质粒 。 如有

必要需进
一

步用 酚氯仿抽提 ＤＮＡ 法浓缩质粒 ， 使之达到
一

定的浓度 （ ５ ００ｎｇ／
｝
ｉ ｌ ） 。

待细胞培养板中 的细胞密度达 ８ ０％ ， 进行细胞转染 。 以六孔板的
一

个孔为例 ， 分别

在两个无菌离心管中加入 １ ０ ０
Ｍ 的 ０ ． ９％的 ＮａＣ ｌ ， 分标记为 Ａ 和 Ｂ 。 随后在 Ａ 管中

加入 １ ０Ｍ 的转染试剂 Ｑ ｕ ｉｃｋＳ ｈｕｔｔ ｌｅ
－

ｅｎｈａｎｃｅｄ ， 混勾 。 在 Ｂ 中加入 ５ ｊ

ａｇ 的质粒 ， 混

匆 。 静置 ３ ０ｓ 后将 Ａ 与 Ｂ 混合 ， 待混匀后逐滴滴加进入含 ２ｍ 丨 培养基的培养孔中 。

２ ５
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

２７培养箱中 静置培养 ４ ８ｈ ， 在倒置荧光显微镜下观察荧光或提取细胞蛋 白 做蛋

白免疫印记分析 。

２ ．２ ． １ １ 虫体激素诱导

用 ＤＭＳＯ 作为有机溶剂溶解 ２０Ｅ ， 储存浓度为 １ ０ ｒａｇ／ｍＬ（ ２ ０ ｒａＭ ） 。 用 无菌的

ＰＢ Ｓ 按 １ ：１ ００ 稀释然后每只 ６ 龄 ６ｈ 的幼虫注射 ５
＾ １（ ５ ０ ０ｎｇ ） 的 ２０Ｅ Ｂ 同时等体

积的 ＤＭＳＯ 稀释液也注射进幼虫体内 作为对照 。 分别在 ３ｈ ，６ｈ 和 １ ２ｈ 之后提取

中肠和脂肪体的总 ＲＮＡ。 ｑＲＴ
－ＰＣＲ 分析 ＰＫＣＳ 的 ｍＲＮＡ 相对表达水平 。

２ ．２ ． １ ２ 细胞激素诱导

在 ＨａＥ
ｐ

ｉ 细胞中 ， 用 含有 ２ ｐＭ２０Ｅ 的培养基分别孵育细胞 １ ５ｍ ｉｎ ，３ ０ｍ ｉｎ ， １ｈ，

３ｈ 和 ６ｈ 。 等量的 ＤＭＳＯ 处理相同时 间作为对照 。 之后提取细胞 ＲＮＡ ，ｑＲＴ
－ＰＣＲ

分析 ＰＫＣ５ 的 ｍＲＮＡ 相对表达水平 。

２ ．２ ． １３酸酶处理

构建的 ｐ
［Ｅｘ－ＡＰＫＣＳ

－ＲＦＰ －Ｈ ｉｓ 或 ｐｆｆｉｘ－ＥｃＲＢ ｌ
－Ｈ ｉｓ 过表达质粒转染进细胞 ４ ８ｈ 。

用２ｐＭ ２０Ｅ处理３ ０ｍ ｉｎ ， 用Ｒ１ＰＡ裂解液 （ ５ ０ｍＭ Ｔｒ ｉｓ
－ＨＣ ｌ

， ｐＨ７ ．４
，１ ５ ０ｍＭ ＮａＣ ｌ

，１

ｍＭ ＥＤＴＡ
，

ｌ％ ＮＰ －４０
，０ ． １％ＳＤＳ ） 提取细胞蛋 白 。 ４０ 叫 的样品用 ０ ． ５

ｐ ｉ 的 人磷酸酶

处理 ， 同时加入 ５
ｐ ｉ 的反应缓冲液和 ５

ｐ ｉ 的 ＭｎＣ ｌ
２

。 ３ ０孵育 ３ ０ｍ ｉｎ 。 然后用 ７ ． ５％

低浓度 ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 进行蛋 白质免疫印记 ， 检测蛋 白 质分子量的变化 。

２ ．２ ． １ ４ＨＥ
染色

取材 ： 分离中肠和脂肪体组织

固定 ： ４％的多聚甲醛固定 ，
４１ 过夜 ；

梯度脱水 ： ５ ０％ 乙醇－

７０％乙醇－

８ ０％乙醇－

９ ５％乙醇 －

１ ００％乙醇 －

１ ０ ０％ 乙醇 ， 各 ３０

ｍ ｉｎ
；

透明 ： ５ ０％乙醇和 ５０％二 甲苯混合液 ２ｈ ，
二 甲苯 １ ． ５ｈ ，

二 甲苯 １ ． ５ｈ 。

浸蜡 ： 组织在 ５０％石蜡和 ５０％二 甲苯混合液中 浸泡 ４０ｍ ｉｎ４０１ 。 再经石蜡 Ｉ

３０ｍ ｉｎ ， 石蜡 
Ｉ Ｉ４０ｍｉｎ ，５ ６

°

Ｃ 。

包埋 ： 于 ４ ５
－

６ ０

°

Ｃ 的烫板上把组织放入融化好的石蜡中 ， 补足石蜡 ， 轻放至冷

水中冷却 ；

切片 ： 用切片机把包含组织横切面的蜡块切成 ７ｆ
ｘｍ 厚度的切片 。

脱赌染色 ： 二 甲苯 ２〇 １１１ 丨 １１
－二 甲苯 １ 〇 １１１ 丨 １１

－无水 乙醇 １ 〇 １１１ １１１
－

９ ５％乙醇 １ 〇 １１１ 丨 １１
－

８ ５％

乙醇 １ ０ｍ ｉｎ－７０％乙醇 １ ０ｍ ｉｎ
－

５ ０％乙醇 １ ０ｍ ｉｎ－ 自来水冲洗 １ ０ｓ
－苏木精染色 １ ０ｍ ｉｎ－

２６
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

自来水冲洗 １ ０ｍｉｎ ：

分化 ： １％的盐酸酒精分化液褪色 ５ｓ ， 自 来水冲洗使其回复蓝色 ；

伊红染色 ： 伊红染色 １ｍ ｉｎ ， 自来水冲洗 ；

封片 ： ８０％的甘油封片 ， 短期保存于 ４
＜

£ 。

２ ．２ ． １ ５ 办ｍｉ 的合成

在早些年前 ，

一

些实验室发现在鳞翅 目 昆虫 中 ＲＮＡ ｉ技术很难实现 （
Ｔｅｒｅ ｎ ｉｕｓｅｔ

ａ ｌ ．

，２ ０ １ １
）

， 但是近几年己经有很多文章报道在夜蛾科 １ ０ 个属 ２ ５ 个物种 中都成功实

现 了ＲＮＡ ｉ技术 （
Ｘｕ ｅｔ ａ ｌ．

，

２ ０ １６
）

。 长片段 而及飽 在线虫和 昆虫中被切割成多个小片

段特异性 的抑制 ＩＥ标基因 的表达 （
Ｆ ｉｒｅｅｔａ ｌ ．

，
１ ９ ９８

；
Ｚａｍｏｒｅｅｔａ ｌ ．

，
２ ０００

）
。 用设计好的

５
’

端带有 Ｔ ７ 启动子序列 的 引物从 ｃＤＮＡ 中扩增大约 ５００ｂｐ 的靶基因片段 （表 ３ ） 。

以带有 Ｔ ７ 启动子的靶基因片段为模板 ， 按照 ＭＥＧＡｓｃ ｒ ｉ
ｐ
ｔＴＭ ＲＮＡ ｉ 试剂盒中描述的

方法合成 由 对 的纯化对与其发挥 ＲＮＡ ｉ 功能十分关键 。 我们用酚氯仿

方法抽提纯化 办＾４ 。 在用 ＤＮａｓｅ ｌ 降解 ＤＮＡ 模板后 ， 用无 ＲＮａｓｅ 的氷补足到 ２０ ０

吣 然后加入 １０ ０
卜
１ １ 的水饱和酚和 １ ０ ０

Ｍ 的氯仿 。 混匀后 ４

°

Ｃ９ ０ ０〇 ｘ
ｇ 离心 ２０ｍ ｉｎ 。

上清与等体积氯仿混 匀后再离心
一

次 。 将上清转移至新管 中加入 １ ／ １ ０ 体积的 ３Ｍ

（ ｐＨ４ ． ０ ） 的醋酸钠和两倍体积的无水乙醇 ， 混匀在－

２０
＜

Ｃ 过夜 。 ４

〇

Ｃ９００ ０ ＞＾ 离心

１ ０ｍ ｉｎ 收集 办 ７ ５％的 乙醇洗
一

次 ， 离心去掉乙醇 ， 室温风干后用 ２ ０ ｜

ｘ ｌ 的无

ＲＮａ ｓｅ 水溶解 。 取少许 心＿ 通过 １％的琼脂糖 电泳检测合成的纯度及浓度 。

表 ３ ． 合成干扰片段所需引物

Ｐｒ ｉｍｅ ｒｎａｍｅ Ｓｅｑｕ
ｅｎｃｅ

（
５
、
３

’

）

ＰＫＣ８ＲＮＡ ＩＦ ｇｃｇ
ｔａａｔａｃ

ｇａｃｔｃａｃｔａｔａｇｇｇａｔｃ
ｇａｔｇｇａｃ ｔｔｇｔｃａｃｇｇｔａ

ＰＫＣＳＲＮＡ ｉＲ ｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃｔｃａｃ ｔａｔａｇｇｇａａ
ｔｔｔ
ｇｃｃｇｇ

ｔｔｔａｇａ
ｔ
ｇｃａｃ

ＥｃＲＢ １ ＲＮＡ ｉＦ ｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃｔｃａｃｔａｔａｇｇｇａｃｇｃ ｔｇｇｔａｔａａｃａａｃｇｇａｇｇａ

ＥｃＲＢ １ＲＮＡ ｉＲ ｇｃｇ
ｔａａｔａｃｇａｃｔｃａｃｔａｔａｇｇｇａａｇｃｔｇｇａｇａｃａａｃｔｃｃｔｃａｃｇ

Ｕ ＳＰ ＩＲＮＡ ｉＦ ｇｃｇ
ｔａａｔａｃｇａｃｔｃａｃ ｔａｔａｇｇｇａｃｇａａｃｃａｔｃｃｃｃｔａａｇｔｇｇｔｔｃ

ＵＳＰ １ ＲＮＡ ｉＲ ｇｃｇ
ｔａａｔａｃｇａｃｔｃａｅ ｔａｔａｇｇｇａｃｃｔｔｇａｔｇａｇｃａｇｇａｔｃ ｔｇｇｔｃ

ＧＦＰＲＮＡ ｉＦ ｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃｔｃａｃｔａｔａｇｇｇａｔｇｇｔｃｃｃａａｔｔｃｔｃｇｔｇｇａａｃ

ＧＦＰＲＮＡ ｉＲ ｇｃｇｔａａ ｔａｃｇａｃ ｔｃａ ｅ ｔａｔａｇｇｇａｃ
ｔｔｇａａｇｔｔ

ｇａｃｃ
ｔｔｇａｔｇｃｃ

２ ．２ ． １ ６ 虫体 ＲＮＡ 干扰

将合成的 用无菌无核酸酶的 ｌ
ｘＰＢ Ｓ 稀释成合适的浓度 。 取 ５ 龄 １ ２ｈ 的

２７
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

幼虫置于冰上 １ ５ｍ ｉｎ 直到不动为止 。无菌的 前腹部 的体侧 由前向后注入幼虫

的血腔中 。 每只 幼虫需注射两次 办＿ ， 每次 ５
４ 。 第

一

次在 ５ 龄 １ ２ｈ 幼虫中注射

１
Ｈｇ 办及似 ， 第二次在 ６ 龄 ６ｈ 阶段注射 ２

 ｊ

ｘｇ 。 每个干扰实验包含 ３ ０ 只 幼虫 ， 并重

复 ３ 次实验 。 注射 沿ＧＦＰ 作为对照组 。

２ ．２ ． １ ７ 细胞系 ＲＮＡ 干扰

与 上 述 转 染 过 表 达 质 粒 的 方 法 相 同 ， 在 六 孔 板 中 ， 用 转 染 试 剂

Ｑｕ ｉｃｋＳ ｈｕｔｔ ｌｅ
－

ｅ ｎｈａｎｃｅｄ把 ２
 ｊ

ｉｇ 的 转进细胞 ， 对照组用相 同质量的 ｆｉ＆ＧＦＰ转染 。

４８ｈ之后 ， 用 ２
ｎＭ的 ２ ０Ｅ或等体积的 ＤＭＳＯ 处理细胞 ６ｈ 。提取总 ＲＮＡ 进行 ｑＲＴ

－ＰＣＲ

分析 。

２ ．２ ． １ ８ 磷酸化水平检测

ｐＩＥｘ－ＥｃＲＢ ｌ
－Ｈ ｉｓ和突变质粒 （ ｐＩＥ ｘ

－ＥｃＲＢ ｌ
－Ｔ １ ７６Ａ－Ｈ ｉｓ ，ｐＩＥｘ－ＥｃＲＢ ｌ

－Ｔ １ ７６Ａ －Ｈ ｉｓ ，

ｐ
ＩＥｘ－ＥｃＲＢ ｌ

－Ｔ４ ６ ８Ａ －Ｈ ｉｓ ） 转染进细胞 ７２ ｈ 。 用镍柱纯化得到过表达蛋 白来检测其磷

酸化水平 。 按照磷酸化蛋 白磷酸基估算试剂盒 （ 生工生物 ， 上海 ， 中 国 ） 检测每摩

尔野生型及突变型蛋 白含有的磷酸基摩尔数 。 释放的磷酸基通过孔雀石绿和钼酸铵

定量 。

２ ．２ ． １ ９ 免疫共沉淀

传细胞到六孔板 中至合适的密度 ， 使其第二天细胞密度达到 ８０％ 。 共转染需要

验证相互作用 的蛋 白对应的过表达质粒。 ４ ８ ｈ 后 ， 用 ２ ｐＭ ２０Ｅ 或 ＤＭＳＯ 处理细胞

ｌ ｈ 。 ＤＭＳＯ 作为对照 。 随后用 ｌ ｍ ｌ Ｒ ＩＰＡ 裂解液裂解细胞蛋 白 ， １ ２ ０００ ｘｇ ，４
＜

£ 离

心 １ ０ｍ ｉｎ ， 取上清 。 在上清中加入蛋 白 Ａ 柱料 ４Ｔ 缓慢摇晃 １ｈ 去除非特异性结合

的蛋 白 。 １ ２０ ０ ０ ｘｇ ，２ｍ ｉｎ 离心取上清 。 上清与蛋 白 Ａ 柱 ４１ 缓慢摇晃孵育 ２－４ｈ 。

１ ２ ０ ００ ｘｇ ，２ｍ ｉｎ 离心弃上清 ， 用 Ｒ ＩＰＡ 裂解液洗沉淀 ３ 次 。 最后用 ３ ０ｎ ｌ 裂解液悬

起沉淀 ， 加入 １ ５
４ 蛋 白 处理液混匀并煮沸 １ ０ｍ ｉｎ 。 然后通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和蛋 白质

免疫印记检测 目 的蛋 白 。 所用 的
一

抗为抗 ＧＦＰ ， ＲＦＰ 和 Ｈ ｉｓ 单克隆抗体 。

２ ．２ ．２０ 染色质免疫共沉淀

ＥｃＲＢ ｌ
－ＲＦＰ和ＥｃＲＢ ｌ

－Ｔ４ ６ ８Ａ－ＲＦＰ在ＨａＥｐ ｉ 细胞中过表达 。 ７２ｈ 后 ， 用２ ０Ｅ处

理细胞 ３ｈｕＤＭ ＳＯ 为阴性对照 。抗 ＲＦＰ 的单克隆抗体用 来沉淀过表达 的蛋 白与 ＥｃＲＥ

序列复合体 。 实验步骤按照碧云天的 ＣｈＩＰ 分析试剂盒的方法进行 。 通过 ｑＲＴ
－ＰＣＲ

检测沉淀 出来的 ＤＮＡ 序列 。 结果 以沉淀后样品 占 ｉｎｐｕｔ 百分比表示 。 Ｉ ｎｐｕｔ ： 免疫沉

淀前的样品 。 沉淀后样 品 占 ｉｎｐｕ
ｔ 百分比 ＝

（
抗体沉淀的样 品 － 没有抗体沉淀 的样

２ ８
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品
）
／ ｉｎｐｕｔｘ％ 。 检测的引 物为ＥｃＲＥＦ ｌ ：ａｔａｔｔｃ

ｇａａ
ｔｃｇｔ ｔｇｇ

ｃｇ ， ＥｃＲＥＲ ｌ ：ｃａｇｔｇｔａａｔｔａａｇａｇａｃａ

２ ．２ ．２ １ 细胞系中 Ｃａｓｐａｓ ｅ
－３ 活性检测

在 ＨａＥｐ ｉ 细胞中过表达 ＡＰＫＣＳ
－ＲＦＰ 蛋白 ， 通过免疫细胞化学的方法进行染色

分析 。 去除培养基后 ， ｌ
ｘＰＢ Ｓ 洗

一

次 。 然后用含有 ２ｐＭ 的 ＮｕｃＶｆｅｗ４ ８８
？标记的

Ｃａｓｐａｓｅ
－３ 的底物的 ｌ

ｘＰＢ Ｓ 室温孵育 ３ ０ｍ ｉｎ 。 用 ４％的多聚甲醛 固定 １ ０ｍ ｉｎ 。 用 １

１１１
§／１１１ １ 的 ０入？ １ 对细胞核进行染色 。 室温孵育 １ 〇 １＾ 。 荧光信号用 蔡司 １＾＾１ ７０ ０激

光共聚焦显微镜观察 。

２ ．２ ．２２ 翅盘的体外培养和测量

取 ６ 龄 ４８ｈ 阶段的幼虫置于冰上 １ ５ｍ ｉｎ 直到不动为止 。 然后浸泡在 ７５％的酒

精中 ３ｍ ｉｎ ， 对其表皮进行消毒 。 在体式显微镜下于无菌的 ＰＢ Ｓ 中解剖翅盘 。 解剖

出来的翅盘在含 ３０ ００ 的培养基的 ２４ 孔板 中培养 。 含 １ ０％的胎 牛血清和氨苄青霉

素 （ １ ２ ５
＿ｍ ｌ ） 及硫酸卡那霉素 （ １ ２５

ｐｇ／ｍ ｌ ） 两种抗生素 。 ２７
＜

£ 恒温培养 ４ ８ ｈ 。

同
一

个个体中 可以解剖 出
一

对前翅 ，

一

只用 作对照
一

只 用做实验组 。 翅的长度在显

微镜下通过 目镜上的千分尺测量 。

２ ．２ ．２３ 统计方法

本章中使用 的统计方法包括 （检验和 ＡＮＯＶＡ 方差分析 。 ／ 检验用 于两个实验组

之间的显著性检测 ， 通过成对检验 ， 取双尾计算 ｐ 值 。 ， ＜０ ． ０５ 表示Ｍ著性差异 ，

＊

，＜０ ． ０ １ 表示极显著 。 ＡＮＯＶＡ 方差分析用于三个或三个 以上的显著性检测 。 不同

字母表示存在显著差异 。

３ 实验结果

３ ． １的克隆及序列分析

我们在棉铃虫的幼虫中肠中克隆到 了的全长 。 ＰＵ全长 ５ １ ４５ｂｐ 包含了

５５ｂｐ 的 ５
’

Ｕｍ ， ４４ ５ ５ ８ｂｐ 的 ＯＲＦ 以及 ６３２ｂ
ｐ 的 ３

’

ＵＴＲ 。 通过系统发育树分析显

示 ＰＫＣ Ｓ 与人的 ＰＫＣ ５ 以及其他昆虫的 ＰＫＣ Ｓ 的亲缘关系较近 。 包括凤蝶 ， 蜜蜂 ，

按蚊以及果蝇 （ 图 ２ ． １ ） ？ＳＭＡＲＴ 软件分析显示人中 典型 的 ＰＫＣＳ 包含了
一

个 Ｃ ２

结构域 ， 两个 Ｃ １ 结构域和
一

个催化结构域 。 ＰＫＣ５ 在部分 昆虫中 只包含两个 Ｃ １ 结

构域和催化结构域 。 例如果蝇的 ＰＫＣＳ 异构体 Ｃ 、 蜜蜂 、 按蚊和风蝶 。 但是在果蝇 ，

家蚕以及棉铃虫 中鉴定到
一

种 ＰＫＣＳ 。 这种 ＰＫＣＳ 蛋 白序列很长且 只包含 了
一

个催化

结构域 （ 图 ２ ． ２Ａ ） 。 Ｐｅｐｔ ｉｄｅＣｕｔｔｅ ｒ 软件分析表明除 了果蝇之外 ， 棉铃虫和其他 昆虫

的 ＰＫＣＳ 有
一

个可能的 ｃａｓｐａｓｅ
－

１ 切割位点 。 在人的 ＰＫＣＳ 中存在
一

个 ｃａｓ ｐａｓｅ
－

３ 切

２９
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割位点 （ 图 ２ ． ２Ｂ ） 。 在催化结构域中我们预测到 了
一

个核定位信号 ＰＲＦＲＫＹＴ ， 位于

１ １ ７ ５
－

１ １ ８ １ 氨基酸 。 预示着 Ｐ ＫＣ Ｓ 有定位在细胞核 中 的可能性 。 根据多重序列 比对分

析发现 ， 尽管不 同物种 中 的 ＰＫＣ ５ 存在不同 的结构形态 ， 但是从脊椎动物到无脊椎

动物 ＰＫＣ５ 的催化结构域是非常保守 （ 图 ２ ． ２Ｃ ） 。

７
＞

 ｜

 Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏ ｒｉ ＤＤＢ Ｇ ０２８２ ９６３ 
Ｘ Ｆ ００４９２ ７７００ ． １

涔

 ｜？ Ｈ ． ａ ｒｍ ｉｇｅｒａ Ｐ ＫＣ ｄ ｅ ｌ ｔａ ＫＲ０４ ７ １ ０４ ． １ ？

＿ ｉ ｆ ！！ Ｄａｎａｕｓ
ｐ ｌｅｘｉ

ｐｐ
ｕｓ ＫＧＭ  １ ６６ ３４ ＥＨＪ ７６ １ ６０ ． １

—
 Ｐａｐ ｉｌｉｏ  ｘｕ ｔｈｕｓ Ｐ Ｋ Ｃ ｄｅ ｌ ｔ ａ Ｋ Ｐ １ ９Ｓ０６ ２ ． １

ＰＫＣ ｄｅ ｌ ｔａ

１ ００ Ａｐ ｉｓ  ｆｌｏｒｅａ ＰＫＣ  ｄ ｅ ｌ ｔａ ＸＰ ００３６９４ ２２ Ｓ ． １

 Ａ ｎｏｐｈｅ ｌｅ ｓ  ｓ ｔａｐｈｅｎｓ ｉ ＰＫＣ  ｄ ｅ ｌ ｔ ａ ＡＧＹ４９６０ ２ １

９
－

 ９７ ｊ



Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａ ｍｅ ｌａｎｏｇａｓ ｔｅ ｒ
ＰＫＣ  ｄｅ ｌ ｔａ Ｃ ＮＰ ５ １ １ １ ７ １ ． ３

￣

？ 〇 〇 ？ Ｄ ｒｏｓｏｐｈ
ｉ ｌａ ｍｅ ｌａｎ ｏ

ｇ
ａ ｓ ｔｅｒ ＰＫＣ ｄ ｅ ｌ ｔａ Ｅ Ｎ Ｐ ５７ ２ ７ ９ ７ ． ３

Ｍ
 Ｈｏｍｏ  ｓａｐ ｉｅｎ ｓ ＰＫＣ  ｄ ｅ ｌ ｌａ Ｎ Ｐ ９ ９ ７ ７０４ ． １

 Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅ ｌａｎｏｇａｓｔｅ ｒ ＰＫＣＡＡＡ２８ ８ １ ７ ． １

只 ６


Ｔｒｉｂｏｌｉｕｍ ｃａｓ ｔａｎｅｕｍ ＰＫＣＸＰ ００ ８ １ ９Ｃ ８２ ６ ２

＾
刚 Ｂｏｍｂｙｘ ｎｗｒｉ ｃｏｎ ＼ｅｎｌ ＼ ｏｒ＼ａ ＼ ＰＫＣＢＡＥ １ ７ ０ ２２ ． １

 Ａｐ ｉｓ ｄｏｆｅａ Ｐ Ｋ Ｃ Ｘ Ｐ
＿

００ ３ ６ ９３２ ３ ６ ． １ ｃＰＫＣ

９ ６ ／  ｌｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ ＰＫＣ ｙＮ Ｐ ００ ２ ７ ３ ０ ． １

６７
 Ｈｏｍｏ ｓａｐ ｉｅｎｓ ＰＫＣａＮＰ ００２７ ２ ８ １



Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ ＰＫＣ
｛
５ Ｎ Ｐ ９９７ ７ ００ ．

１

Ｈｏｍｏ  ｓａｐ ｉｅｎｓ ＰＫＣｃＮＰ ００５３ ９ １
．
１ ｜



Ｂｏｍ／ ？

ｙｘ ｍｏｎ ｃａ ｃ ｉ ｕｍ ｉ ｎｄ ｅ
ｐ
ｅｎｄｅｎ ｌ ＰＫＣＸＰ  ０ ０４９ ２ ５７４４ １

１ ＜Ｋ Ｉ

 ＰＫＣ ｅ ｐ
ｓ ｉ ｌ ｏ ｎ

ｇ ｌ


Ｔｈｂｏ ｌ ｉｕｍ  ｃａｓ ／ ａ ｎｅ ｏｍ ｃ ａ ｌ ｃ ｉ ｕｍ ｉ ｎ ｄ ｅｐｅｎｄ ｅｎ ｔＸＰ ０ ０ ８ １ ９ ５４０２ ． １ ｉ

 Ａｐ ｉｓ ｆｌｏ ｒｅａ ｃｄｃ ｉ ｕｍ －

ｉ ｎ ｄｅｐｅ ｎｄｅｎ ｔ ＰＫ Ｃ  １Ｘ Ｆ
Ｊ

００３６９６２ １ ６ ． １

，

ｊ ｆ
ｆ
Ｈｏｍｏ ｓａｐ

ｉｅｎｓ Ｐ ＫＣ ？Ｎ Ｐ ００２７３ １ ４
 Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ ＰＫＣ

＾Ｎ Ｐ ００２７３５ ３ ａＰ＾Ｃ

ｉ 〇 〇

ｊ
 Ａｐｉｓ  ｆｌｏｒｅａ Ｐ ＫＣ  ｉ ｏ ｔａＸ Ｐ ００３６９０８０ ５ ． １

ｌ 〇 〇 
Ｉ Ｔｒｉｂｏ ｌ ｉｕｍ ｃａｓ ｔａｎｅ ｕｍ ＰＫＣ ？Ｘ Ｐ ００８ １ ９５０ ８ ６ ． １

图 ２ ． １ ． 系统发生树鉴定梅铃虫的 ＰＫＣ５ 。 从 ＮＣＢ ［ 上获得不同物种的 ＰＫＣ 亚型蛋 白序列 ，

用 Ｍ １￡ＧＡ５ ． ０ 制作系统发生树进行分析 。

Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ２ ． １ ．Ｉ ｄ ｅ ｎ ｔ ｉ ｆｉ ｃａ ｔ ｉ ｏ ｎｏ ｆ ／／．ａｎｎ ｉｇｅｒｔｉＰＫＣ５ｖ ｉ ａ

ｐ
ｈ ｙ ｌｏ

ｇ
ｅ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃｔｒｅ ｅａ ｎ ａ ｌ

ｙｓ ｉｓ ．ＭＥＧＡ５ ． ０ｗ ａｓ

ｕ ｓ ｅｄ ｔ ｏｃ ｏ ｎｄ ｕｃ ｔ
ｐ

ｈ
ｙ ｌｏ

ｇ
ｅｎｅ ｔ ｉｃｔ ｒｅ ｅａｎ ａｌｙ ｓ ｉ ｓｗ ｉ ｔ ｈｔ ｈｅｃ ｏｒ ｒ ｅ ｓ

ｐ
ｏ ｎｄ ｉｎｇ

ａｍ ｉｎｏａｃ ｉｄｓ ｅｑｕ
ｅｎｃ ｅ ｓｏｆＰ ＫＣ
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ｙｅ ｌ ｌｏｗｍａｒｋ ｉｎｄ ｉｃ ａｔｅ ｓｔｈｅｃ ａｓ ｐ ａｓ ｅ
－

３ｃ ｌｅａｖａｇｅｓ
ｉｔｅ ｉｎＨ．ｓａｐ ｉｅｎｓ ．Ｔｈｅｓ ｅｑｕｅｎｃ ｅｈ ｉｇｈｌ ｉｇｈｔｅｄ ｉｎｔｈｅ

ｇｒｅｅｎｂｏｘ ｉｓｔｈｅｐｒｅｄ ｉｃ ｔｅｄｎｕｃ ｌｅａｒ ｌｏｃ ａ ｌ ｉｚａｔ ｉｏｎｓ ｉｇｎａ
ｌ ．Ｔｈｅｂ ｌｕｅｂｏｘｄｅｎｏｔｅｓｔｈｅｐｒｅｄ ｉｃ ｔｅｄ

ｃ ａｓｐａｓ ｅ
－

１ｃ ｌｅａｖａｇ ｅｓ ｉｔｅ ｓ ．Ｔｈｅｒｅｄｂｏｘ ｉｎｄ ｉｃ ａｔｅｓｔｈｅ
ｐｈｏｓ ｐｈｏ ｒｙ ｌａｔ ｉｏｎｓ ｉｔｅ ｉｎＨ．ａｒｍ ｉｇｅｒａＰＫＣＳａｔ

Ｔｈｒ ｌ ３４ ３ｔｈａｔ ｗ ａｓ ｉｄ ｅｎｔ ｉｆｉｅｄ ｉｎｔｈ ｉｓｗ ｏ ｒｋ ．

３ １
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３ ．２２０Ｅ 在棉铃虫变态发育时期调控 ／
？沿： ３ 髙表达

为了检测 ＰＫＣＳ 是否参与 昆虫发育调控 ， 我们分别在棉铃虫各个发育阶段的表

皮 、 中肠和脂肪体 中检测 了的 ｍＲＮＡ 水平 。 ｑＲＴ
－ＰＣＲ 分析发现 在棉铃

虫的整个游走期 ， 即 ６ 龄 ７２ 小时幼虫到 ６ 龄 １２０ 小时幼虫阶段 ， 呈现上调表达趋势

（ 图 ２ ． ３Ａ ） 。 这些发现表明 ＰＫＣＳ 可能参与 昆虫的变态发育 。

鉴于己经检测到 了ｉ＾Ｃ ＜５ 在变态时期上调表达 ， 我们进而检测 了２０Ｅ 对

表达的影响 。 在 ６ 龄 ６ 小 时幼虫注射 ２０Ｅ 之后的不同时 间点我们分析了的表

达情况 。 和对照组 ＤＭ ＳＯ 处理相 比较 ， 发现 在中肠和脂肪体中 快速被 ２０Ｅ 上

调 。 然后用 ２０Ｅ 处理 ＨａＥ ｉ 细胞 ， 同样也证 明 在 ２ ０Ｅ 处理后 ０ ．２ ５ｈ 到 ６ｈ 表达

量快速增加 （ 图 ２ ． ３Ｂ ） 。 不 同浓度的 ２０Ｅ 处理细胞后发现 ２０Ｅ 在 ２
ｎ
Ｍ 到 ５

ｊ
ｉＭ 均可

以显著上调 的表达 （ 图 ２ ． ３Ｃ ） 。 ２０Ｅ 可 以在短时间 内 上调表达 我们猜

测这种调控可能是
一

种直接调控 。 为了验证这个猜想 ， 我们用放线菌酮抑制 了ＨａＥｐ ｉ

细胞系中蛋 白质 的合成途径 ， 然后检测 了２０Ｅ 对 的影响 。 结果证 明抑制 了蛋

白合成后并不影响 ２０Ｅ 对 的诱导 ， 说明这种调控是
一

种直接性的 （ 图 ２ ． ３Ｄ ） 。

２０Ｅ 的核受体以及与它形成异源二聚体形式的 Ｕ ＳＰ １ 在 ２０Ｅ 诱导 的基因表达过

程中起重要作用 。 为了进
一

步探宄 ２ ０Ｅ 对 ＰＫＣＳ 的调控方式 ， 我们通过 ＲＮＡ ｉ 技术

降低了ＥｃＲＢ １ 和 ＵＳＰ １ 在 ＨａＥｐ ｉ 细胞 中表达 。 与对照姐 办ＧＦＰ 相 比 ， 干扰 ＥｃＲＢ １

或 ＵＳＰ １ 后 ２ ０Ｅ 对 ＰｒＣＪ 的诱导被抑制 （ 图 ２ ． ３Ｅ 和 Ｆ ） 。说 明 ２０Ｅ通过 ＥｃＲＢ １ 和 Ｕ ＳＰ １

介导 的表达 。

为了检测 在非凋亡组织中 的表达 ， 我们从取食期 ６ 龄 ４ ８ｈ 到变态期 ６ 龄

１２ ０ ｈ 的幼虫中分离 出 了成虫的翅盘组织 。 形态观察发现在幼虫进入游走期之后 ， 即

６ 龄 ７２ｈ 到 ６ 龄 １ ２ ０ｈ 的幼虫 ， 翅盘会快速生长 （ 图 ２ ． ４Ａ ） 。 在幼虫生长发育过程

中 ， 翅盘中 ＰＫＣＳ 在取食期 ６ 龄 ４８ｈ 的幼虫中 的表达相对较高 ， 但是随着幼虫的生

长发育 ， 翅盘中 的表达逐步降低 （ 图 ２ ．４Ｂ ） 。 然后我们从 ６ 龄 ４８ｈ 幼虫 中分

离 出前翅盘并在体外进行培养 。 在培养基中施加 ２０Ｅ 孵育细胞后检测 尸 的表达 。

结果显示用 １ｊ
ｉＭ 和 ５

ｈＭ２０Ｅ 分别处理后 ， 的表达均被抑制 （ 图 ２ ．４Ｃ ） 。 这

些数据表明 ＰＫＣ５ 的表达与 ２０Ｅ 的浓度 以及翅盘的生长呈负相关 。

３２
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＜
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３

－
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ｉ
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ｈ

）

Ｍ ｉ ｄｇ ｕｔＦａ ｔ ｂｏｄｙＨａＥ ｐ ｉｃｅ ｌ ｌ ｓ

Ｃ
－
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＜
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ｉ
：
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５
ｅｌ ｄｓＧＦＰ＋２０Ｅ？

Ｒ＊ｌ ｄｓＧＦＰ＋２０Ｅ

Ｚ
＾□ 

ｄｓＥｃＲＢＵ２０Ｅ〇

Ｄ□  ＜ｆｃＵＳＰ １ ＋２０Ｅ

Ｉ
；ＭＭｉ

Ｓａｍ

＾ＥｃＲＢ １ＰＫＣ５＾ＵＳＰｔＰＫＣ６

图 ２ ． ３ ．

ｑＲＴ
－ＰＣＲ 表明 ２０Ｅ上调 ＰＫＣ８的表达 。

（
Ａ

）幼虫不同发育阶段 ＰＫＣＳ 的表达模式 。

５厂 ５ 龄取食期幼虫 ５＾ ５ 龄蜕皮期幼虫 。 ６也－

６
，

６ １ １＞ ２４
，
６也－ ４ ８

，
６也－ ７２

，

６出－ ９６
，
和 ６出 －

１ ２０ 表

示相应时间 的 ６ 龄幼虫 。 ＰＯ ｄ 和 Ｐ２ｄ 表示刚化蛹和化蛹两天 。 Ｆ ， 取食期 ；
Ｍ ， 蜕皮 ；

ＭＭ ，

变态时期蜕皮 ；
Ｐ ， 蛹 。

（
Ｂ

） 中肠 ， 脂肪体 （每只幼虫注射 ５ ００ｎｇ２０Ｅ ） 以及 ＨａＥｐ ｉ 细胞系

（ ２ｎＭ２０Ｅ） 中 ＷＫ：施Ｉ转录水平 。 等量的 ＤＭＳＯ 作为阴性对照 。

（
Ｃ

）不同浓度的 ２０Ｅ 处

理 ＨａＥｐ ｉ 细胞 ３ｈ 后检测 ＰＫＣ棚表达 。 ＤＭＳＯ 作为阴性对照 。
（
Ｄ

）
蛋 白合成抑制剂放线菌酮

对 尸沿：綠达的影响 。 对照实验细胞用 ＤＭＳＯ 或 ２
ｎ
Ｍ２０Ｅ 处理 ３ｈ 。 其他细胞用 ５ ０

ｐＭ 放

线菌酮孵育 ３ ０ 分钟 ， 然后用 ２
ｎＭ２ ０Ｅ 处理 ３ｈ 。

（
Ｅ

）和 （
Ｆ

）在 ＨａＥｐ ｉ 细胞中用 办Ｅｄ？５ ｉ 或

冶Ｗ ７（
２ｎｇ／

ｍ ｌ 处理 ４ ８ｈ
）干扰 五 或 ｔ／ＳＰ ７ 后用 ２０Ｅ

（
２ｎＭ）

处理 ６ｈ 。 必ＧＦＰ 和

ＤＭＳＯ 作为阴性对照 。 ｍＲＮＡ 的相对表达水平用公式 ２
＾ｅ Ｔ计算 出来 。 误差线表示平均值±

ＳＤ 。 用 ／ 检验分析对照组与实验组的显著性差异 （

＊

ｐ
＜０ ． ０ ５

）
。 所有的 ｑ

ＲＴ－ＰＣＲ 数据经过三

次生物性重复和技术性重复得来 。

３ ３
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Ｆ ｉｇｕ
ｒｅ２． ３ ．

ｑ
ＲＴ－ＰＣＲｓ ｈ ｏｗｉ ｎ

ｇ
ｔｈｅ２ ０Ｅ－ ｒｅ ｇｕ ｌ ａｔ ｅ ｄｅ ｘｐｒｅｓ ｓ ｉ ｏｎｏｆＰＫＣＳ．

（
Ａ

）
Ｅｘｐｒ ｅｓｓ ｉｏｎ

ｐ
ｒｏｆｉ ｌｅｓ

ｏｆＰＫＣＳ ｉｎｔ ｉｓ ｓｕｅｓｄｕ ｒ ｉｎｇ
ｌａｒｖａ ｌｄｅｖｅ ｌｏｐｍ ｅｎｔ ．５Ｆ

，ｆｉｆｔｈ ｉｎ ｓ ｔａｒｆｅｅｄ ｉｎｇ ｌａｒｖａｅ ．５Ｍ
，ｆｉｆｔｈ ｉｎｓ ｔａｒ

ｍ ｏ ｌｔ ｉｎｇ ｌａ ｒｖａｅ６ ｔｈ
－ ６

，６ｔｈ
－２４

，６ ｔｈ
－４ ８

，６ ｔｈ
－

７２
？６ ｔｈ

－

９６ ，ａｎｄ６ ｔｈ －

１ ２０ｒｅ
ｐ
ｒｅｓ ｅｎ ｔ６ ｔｈ ｉｎｓ ｔａｒ ｌａｒｖａｅａｔｔｈｅ

ｃ ｏｒｒｅｓ ｐｏｎｄ ｉｎｇ
ｈｏｕｒｓ ．ＰＯｄａｎｄＰ２ｄ ｉｎｄ ｉｃ ａｔｅ０ －

ａｎｄ２ －

ｄａｙ
－ ｏ ｌｄ

ｐｕｐａｅ ．Ｆ
，ｆｅｅｄ ｉｎｇ ；

Ｍ
，ｍ ｏ ｌｔ ｉｎｇ ；ＭＭ ，

ｍ ｅｔａｍ ｏ ｒｐｈ ｉｃｍ ｏ ｌｔ ｉｎｇ ；Ｐ，ｐｕｐａｅ ．（
Ｂ

）Ｔｈ ｅｔ ｒａｎｓｃ ｒ ｉ

ｐ ｔ ｌｅｖｅ ｌｓｏｆＰＫＣＳ ｉｎｔｈｅｍ ｉｄｇｕｔ
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ｊ
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ａｎｄＨａＥｐ ｉｃ ｅ ｌ ｌｓ
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２
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图 ２ ．４ ． 在成虫翅盘中 ２ ０Ｅ抑制了的表达。
（
Ａ

） 棉铃虫 ６ 龄 ４ ８ｈ 到 ６ 龄 １ ２０ｈ 幼虫中

成虫前翅盘的发育 。
（
Ｂ

） 成虫前翅盘中 在不 同发育阶段的表达模式 。 误差线表示三次

实验数据平均值＋ ＳＤ 。 用 ＡＮＯＶＡ 分析对照组与实验组的显著性差异 （
Ｃ

）
２ ０Ｅ 抑制 了翅盘

中 尸紅＾ 表达 。 用 ２０Ｅ
（

１
ｎＭｏｒ５

 ｊ

ｉＭ
）处理体外培养的翅盘 ４ ８ｈ ， 然后提取 ＲＮＡ 。 ＤＭＳＯ 作

为阴性对照 。

ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 分析 ＰＸＧ５ 的 ｍＲＮＡ 相对表达水平 。 误差线表示三组实验 （每组 １ ２

只翅 ）平均值士８０ 。 用 ？ 检验分析对照组与实验组的显著性差异 （

＊

ｐ
＜ ０ ． ０５

）
。所有的 ｑ

ＲＴ－ＰＣＲ

数据经过三次生物性重复和技术性重复得来 。
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３ ．３ 幼虫 中干扰 ＰＫＣ６ 抑制 了变态发育

为了进
一

步研究 ＰＫＣＳ 在幼虫到蛹的转变过程中的功能 ， 我们在幼虫血腔中注

射 办 干扰后的幼虫生长缓慢并且不能正常化蛹 ， 最终导致死亡 （ 图 ２ ． ５Ａ ） 。

注射心 的幼虫致死率是注射由 ＜％Ｐ 的 １ ２ 倍 （ 图 ２ ． ５ａ ） 。在第二次注射办＿ ９６

ｈ 后分离出 中肠观察发现 ， 对照组的 中肠己经发生降解并变成红色 ， 而实验组的幼

虫并没有变红 （ 图 ２ ． ５Ｂ ） 。 进
一

步 的组织化学分析表明对照组 中的幼虫中肠 已经和

成虫中肠发生分离 。 然而实验组的幼虫中肠并没有 明显的分离 （ 图 ２ ． ５Ｃ ） 。 同样的 ，

在脂肪体组织中对照组 办ＧＦＰ 显示 出现降解状态 ， 但是在干扰掉 ＰＸＣｄ 的幼虫 中 ，

脂肪细胞仍然紧密 的排列在
一

起没有发生降解 （ 图 ２ ． ５Ｄ ） 。 同 时我们还检测 了不同

处理下的基因表达 。 ｑＲＴ
－ＰＣＲ 结果表明凋亡执行基因 ｃｏｓｐｏｓｅ

－３ 和 以及变

态调控转录因子 协ｙ－ ７ 在 Ｐ尺＜３ 干扰后的 中肠和脂肪体 中的表达量下 降 （ 图 ２ ． ５Ｅ 和

Ｆ ） 。 这些数据表明 ＰＫＣＳ 在 昆虫变态过程中通过调控凋亡相关基因的表达参与 到 中

肠和脂肪体的降解 。

３ ５
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图 ２ ．Ｓ 通过 ＲＮＡ ｉ 抑制 ＰＫＣ雄幼虫中的表达后抑制了幼虫化蛹和幼虫组织的 ＰＣＤ ， 同

时还抑制了凋亡相关基因的表达。
（
Ａ

） 两次注射 办ｉｌＣｄ降低 ＰＫＣＳ在幼虫中 的表达观察生

长发育过程中 的表型变化 。 第
一

次注射在 ５ 龄 １ ２ｈ 的幼虫期 ， 第二次注射在 ６ 龄 ６ ｈ 阶段 。

每次注射 １
－２

 ｆ
ｉｇ 。 在第二次注射 ９０ｈ 和 １ ２０ｈ 之后观察表型 。 治ＧＦＰ 作为阴性对照 。

（
ａ
） 根

据三次重复实验用 ｔ 检验分析对照组与实验组的幼虫致死率的显著性差异 。每组实验注射 ３ ０

只幼虫 ， 待全部化蛹之后统计死亡数量 。 误差线表示三次实验数据平均值±ＳＤ 。
（
Ｂ

）
第二次

注射 ９６ｈ 之后解剖观察中肠形态 。 ＭＧ ， 中肠 。
（
Ｃ

） 和 （
Ｄ

）
ＨＥ 染色分析注射 ９６ｈ 后 中肠的

横切面形态 。 ＬＭ ， 幼虫中肠 ； ＩＭ ， 成虫 中肠 。
（
Ｅ

） 和 （
Ｆ

） ｑＫＴ
－ＰＣＲ 检测中肠和脂肪体中凋

亡相关基因的表达 。 误差线表示三次实验数据平均值±ＳＤ 。 用 ／ 检验分析对照组与实验组的
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）
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为确认 ２０Ｅ 在变态时期促进翅盘 的生长 ， 我们 以棉铃虫为材料 ， 从 ６ 龄 ４ ８ｈ 的

幼虫 中 分离 出 前翅并在体外培养 。 和之前在烟草天蛾 中 报道 的
一

样 （
Ｎ ｉ

ｊ
ｈ ｏｕ ｔｅ ｔａ ｌ ．

，

２０ ０ ７
）

，２ ０Ｅ 确实能够促进翅盘的生长 （ 图 ２ ． ６Ａ） 。 当 注射 ＡＰｉ ｉＵ 进入幼虫千扰

后 ， 翅的生长相 比于对照组而言 明 显被抑制 （ 图 ２ ． ６Ｂ 和 Ｃ ） 。 有趣的是在降低 ＰＸＣＶ５

的表达后 和 ５ ７

－

Ｚ－ ７ 的表达反而升高 （ 图 ２ ． ６Ｄ ）
， 与 中肠这种凋 亡组织 的基

因表达情况正好相反 （ 图 ２ ． ６Ｅ ） 。 具体的作用机理还有待进
一

步研宄 。

Ａ （
ｍ ｍ

）１
°
 （
ｍ ｍ
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ｓ ｉ ｔ
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「

｜
２

－

＊
＂
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图 ２ ． ６ ． 虫体 中干扰掉 Ｐ／ｆＧＪ 抑制了翅盘的生长并促进翅盘中凋亡相关基因的表达 。
（
Ａ

）

２ ０Ｅ 促进翅盘的生长 。 从 ６ 龄 ４ ８ｈ 幼虫 中分离 出成虫前翅盘进行体外培养 ， ２ ０Ｅ 处理 ４ ８ｈ ？

用 目 镜千分尺测量翅盘的长度 。 分别用 １
卜
ｉＭ 低浓度 ２ ０Ｅ 和 ５ｐ

Ｍ 高浓度 ２ ０ Ｅ 。 ＤＭＳＯ 作

为 阴性对照 。 根据 １ ０ 个翅的测量数据计算误差 。
（
Ｂ

） 注射 办＿ 后观察前翅的表形 。 第二

次注射 必 ８ ０ ｈ 后分离前翅盘 ， 显微镜观察拍 照 。 Ａ
＇

Ｇ凡Ｐ 作为对照 。

（
Ｃ

） 虫体中干扰

后翅盘的长度 。 显微镜下测量分离的翅盘 。 根据 ６ 个翅长数据计算误差 。 用 Ｚ 检验分析对照

组与实验组的显著性差异 （

＊

ｐ
＜０ ． ０５

）
。

（
Ｄ

） 和 （
Ｅ

）ｑ
ＲＴ－ ＰＣＲ 检测 中肠和翅盘中 凋亡相关基因

的表达 。 第二次注射 ８ ０ｈ 分离 中肠与翅盘提取 ｍ ＲＮ Ａ 。 根据 ３ 次重复数据计算误差 。 用 ／

检验分析对照组与实验组的显著性差异 （

＊

ｐ
＜０ ． ０ ５

）
。 所有的 ｑ

ＲＴ－ ＰＣＲ 数据经过三次生物性重

复和技术性重复得来 。
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３ ．４ 过表达 ＰＫＣ§ 催化结构域引起细胞凋亡

我们构建 了携带 ＰＫＣ５ 催化域 （ ＡＰＫＣ５ ） 以及 ＲＦＰ 蛋 白序列和 Ｈ ｉｓ 标签的融合

质粒 （ ｐＩＥｘ－４－ＡＰＫＣ５ －ＲＦＰ －Ｈ ｉｓ ） 。 在 ＨａＥｐ ｉ 细胞中通过转染该质粒从而过表达 ＡＰＫＣ８

来研究该结构域在细胞凋亡 中 的功能 。 Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏｔ 结果显示 ＡＰＫＣＳ
－ＲＦＰ －Ｈ ｉｓ 在

ＤＭＳＯ 和 ２０Ｅ 处理条件 下 呈现相 同 的 分子量 。 但 是 用 Ｌ 蛋 白 磷酸 酶处理后

ＡＰＫＣＳ
－ＲＦＰ －Ｈ ｉｓ 分子量下降 ， 表明 ＡＰＫＣ５ －ＲＦＰ －Ｈ ｉｓ 以磷酸化的形式存在 （ 图 ２ ． ７Ａ ） 。

根据人类 ＰＫＣ５ 己经发现的磷酸化位点 ， 我们在棉铃虫 ＰＫＣＳ 中 鉴定到两个保守的

丝氨酸和苏氨酸残基 （ Ｓｅ ｒ ｌ ｌ ９５ 和 Ｔｈｒ ｌ ３ ４３ 分别对应人类 Ｓｅ ｒ３ ６ ９ 和 Ｔｈｒ５ 〇 ７ ） 。 Ｓ １ １ ９ ５

和 Ｔ １ ３４ ３ 分别用 丙氨酸替换构建两个突变质粒 （ Ｓ １ １ ９ ５Ａ 和 Ｔ １ ３ ４３Ａ ） 。 在细胞 中分

别过表达 ＡＰＫＣＳ 的野生型和突变型 ， ｗｅｓｔｅ ｒ ｎｂ ｌｏｔ 结果显示 Ｔ １ ３ ４ ３Ａ 出现分子量的下

调 ， 表明 ＡＰＫＣＳ 的磷酸化位点是 Ｔｈｒ ｌ ３４ ３（ 图 ２ ． ７Ｂ ） 。 显微镜下观察 ＡＰＫＣ５ 的定位

情况 ， 发现野生型和 Ｔ １ ３ ４ ３Ａ 突变型都是定位在细胞核 中 ， 但是只有 ＡＰＫＣ５ 野生型

显著增加 ｃａｓｐａｓｅ
－

３ 的活性 ， 突变型则没有 （ 图 ２ ． ７Ｃ 和 ｃ ） 。 此外 ， 当过表达 ＡＰＫＣ５

后与对照组相比 ， 应答 ２ ０Ｅ 的基因 （丑／Ｕ ， ＆仙 ７ ，５ｒｚ－

７ ） 和凋亡相关基因

（ ｃｏｓｐｏｓｄｃａｓｐｏｙｅ
－

３ ） 均被上调表达 。 而在过表达 Ｔ １ ３４ ３Ａ 的细胞中这种上调被

抑制 （ 图 ２ ． ７Ｄ ） 。 这些结果共 同表明 ＰＫＣＳ 促细胞凋亡是依赖于 ＰＫＣ５ 的大量表达

以及催化域的磷酸化 。

３ ８
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图 ２ ７ ． 在 ＨａＥｐ ｉ 过表达 ＰＫＣＳ 催化结构域诱导细胞凋亡以及应答 ２ ０￡基因的表达 》
（
Ａ

） 用

ＪＪ
＞

Ｐａｓｅ 降解后蛋 白质免疫印记检测 ＡＰＫＣＳ －ＲＦＰ －Ｈ ｉｓ 的磷酸化。 在 ＨａＥｐ ｉ 细胞中过表达
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的活性 。 红色荧光表示 ＲＦ Ｐ ，ＡＰＫＣＳ －ＲＦＰ 或 ＡＰＫＣ５Ｔ １ ３４３Ａ－ＲＦ Ｐ 。 绿色荧光表示 ｃ ａｓｐａｓ ｅ
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的活性 。 蓝色荧光表示用 ＤＡＰ Ｉ 染色的细胞核 。 标尺为 ２０
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ｎｕｃ ｌｅ ｉｓ ｔａｉｎｅｄｂｙＤＡＰＩ（
４

＇

，
６－ｄ ｉａｍ ｉｄ ｉｎｏ

－２ －

ｐｈｅｎｙｌ ｉｎｄｏ ｌｅ
）

．Ｔｈｅｂａｒｓｄｅｎｏｔｅ２０ａｔ４０ｘ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔ ｉｏｎ，（
ｃ
）Ｓｔａｔ ｉｓｔｉｃ ａｌａｎａｌｙｓ ｉｓｏｆｔｈｅｄａｔａ ｉｎＣｂｙＳｔｕｄｅｎｆｓｔｔｅｓ ｔｆｒｏｍｔｈｒｅｅｂｉｏ ｌｏｇ ｉｃａｌ

ｒｅｐｅａｔｓ（

＊

ｐ
＜０． ０５

；
＊ ＊

ｐ
＜０． ０ １

）
．Ｔｈｅｖａｌｕｅｓａｒｅｔｈｅｍｅａｎ土ＳＤ ．（

Ｄ
）
Ｒｅｌａｔ ｉｖｅｍＲＮＡ ｌｅｖｅ ｌｓｏｆ

２０Ｅ－ａｎｄａｐｏｐｔｏｓ ｉｓ
－

ｒｅ ｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｄｅｔｅｒｍ ｉｎｅｄｖ ｉａ
ｑＲＴ

－ＰＣＲ ．Ａｎａ ｌｙｓ ｉｓｏｆｓ ｉ
ｇ
ｎｉｆｉｃ ａｎｃ ｅｄ ｉｆｆｅｒｅｎｃ ｅｓ

ｗａｓ
ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｗ ｉｔｈＳｔｕｄｅｎｆｓ＾ ｔｅｓ ｔ ｆｒｏｍ ｔｈｒｅｅｂ ｉｏｌｏｇ ｉｃａｌ ｒｅｐｅａ

ｔｓａｎｄｔｈｒｅｅｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｒｅｐｌ ｉｃ ａｔｅｓ
（

＊

ｐ

＜
０ ． ０５

；＜
０ ．０ １

）
． Ｔｈｅ ｖａｌｕｅｓａｒｅ ｔｈｅｍ ｅａｎ土ＳＤ ．

３ ．５ ＰＫＣ８磷酸化ＥｃＲＢ ｌ

通过研究 ＰＫＣＳ 对 ２０Ｅ 的核受体 ＥｃＲＢ ｌ 和它 的异源二聚体蛋 白 ＵＳＰ １ 的影响来

探宄 ＰＫＣ ５促细胞凋亡的分子机制 。实验发现在细胞中过表达 ＡＰＫＣＳ 不能引 起 Ｕ ＳＰ １

的磷酸化 ， 只有在培养基中加入 ２ ０Ｅ 才能诱导 ＵＳＰ １ 的磷酸化 。 对照组中 的 ＤＭＳＯ

则对其没有影响 。 之前 的研宄 已经证 明 ２０Ｅ 诱导 ＵＳＰ １ 的 Ｓ２ １ 位发生磷酸化 。 我们

用 ＵＳＰ １
－ Ｓ ２ １Ａ 的位点突变体作为非磷酸化的 Ｕ ＳＰ １ 的 阴性对照 （ 图 ２ ． ８Ａ ） 。 这意味

着 ２０Ｅ 诱导的 Ｕ ＳＰ １ 的磷酸化与 ＰＫＣＳ 的表达没有太大关联 。然而在仅过表达 ＡＰＫＣＳ

而没有加 ２０Ｅ 的条件下 ， ＥｃＲＢ ｌ 出现磷酸化条带 。 单独用 ２０Ｅ 处理也会 引起 ＥｃＲＢ ｌ

的磷酸化 。 同时过表达 ＡＰＫＣ５ 以及用 ２０Ｅ 处理使 ＥｃＲＢ ｌ 的磷酸化增强 （ 图 ２ ． ８Ｂ ） 。

用抗 ＲＦＰ 的单克隆抗体进行免疫共沉淀实验 ， 进
一

步证 明在不经 ２０Ｅ 诱导条件下 ，

过表达的 ＡＰＫＣ ８ 与过表达的 ＥｃＲＢ ｌ 相互作用 （ 图 ２ ． ８Ｃ ） 。 数据表 明 ＰＫＣＳ 直接与

ＥｃＲＢ ｌ 相互作用诱导 ＥｃＲＢ ｌ 的磷酸化 。 为了 确认 ＰＫＣＳ 诱导 的 ＥｃＲＢ ｌ 的磷酸化 ，

我们在细胞中干扰掉 ＰＫＣ ５ 的表达 。 发现 ＰＫＣＳ 表达降低之后 明显抑制 了２ ０Ｅ 诱导

下的 ＥｃＲＢ ｌ 的磷酸化 。 而用 入 磷酸酶处理之后上面 的蛋 白分子量下降 （ 图 ２ ． ８Ｄ ） 。

这些结果共同确认了ＰＩＣＣＳ 参与 了２０Ｅ 诱导的 ＥｃＲＢ ｌ 的磷酸化 。

４０
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图 ２ ． ８ ． ＡＰＫＣ５ 调控 ＥｃＲＢ ｌ 的磷酸化 ．

（
Ａ

）
过表达 ＡＰＫＣ５

－ＲＦＰ －Ｈ ｉｓ 对 ＵＳ Ｐ ｌ 的磷酸化没有影

响 。 共转染ＵＳ Ｐ ｌ
－ Ｈ ｉ ｓ

，ＵＳ Ｐ ｌ
－ Ｓ ２ １ Ａ－ Ｈ ｉ ｓ （ 磷酸化位点突变体 ） 和ＡＰＫＣ５

－ＲＦ Ｐ
－Ｈｉｓ或ＲＦ Ｐ －Ｈ ｉｓ

４ ８ｈ 之后 ， 用 ２０Ｅ
（
２

ｐ
ＪＶｌ

） 处理细胞 ３ ０ｍ ｉｎ 。 ＤＭＳＯ 作为 阴性对照 。 用 Ａｎ ｔ ｉ

－ Ｈｉｓ 和 ａｎ ｔ ｉ
－ ＲＦ Ｐ

单克隆抗体分别检测相对应的过表达蛋 白 。 Ｓ Ｄ Ｓ
－ ＰＡＧＥ 胶浓度为 ７ ． ５％ 。

卩
－

ａｃ ｔ ｉｎ 进行定量 。

根据三次独立重复试验用 Ｑｕ ａｎ ｔ ｉ ｔｙＯｎｅ 软件统计分析硝酸纤维膜上的条带密度 。
（
Ｂ

）
过表达

△Ｐ ＫＣ５
－ＲＦＰ诱导Ｅｃ ＲＢ ｌ磷酸化 。 共转染Ｅｃ ＲＢ ｌ

－ Ｈ ｉｓ和Ａ Ｐ ＫＣ５
－ＲＦ Ｐ或ＲＦ Ｐ ４ ８ ｈ后 ， 用２０Ｅ

（
２ｐＭ） 处理细胞 ３ ０ｍ ｉｎ ，ＤＭ ＳＯ 作为 阴 性对照 。 免疫 印 记 分 析与 Ａ 图

一

样 。
（
Ｃ

）

ＡＰＫＣＳ
－ＲＦ Ｐ －Ｈ ｉｓ 与Ｅｃ ＲＢ 〗

－ Ｈ ｉｓ的结合 。 共转染ＡＰ ＫＣ５ －ＲＦ Ｐ － Ｈ ｉ ｓ 和ＥｃＲ Ｂ ｌ

－ Ｈ ｉｓ４ ８ｈ后 ， 用２ （

ｉＭ

２０ Ｅ或等量的ＤＭ ＳＯ处理Ｈ ａＥ
ｐ

ｉ细胞３ ０ｍ ｉｎ 。 在对照组中ＥｃＲＢ ｌ
－ Ｈ ｉｓ

，ＡＰＫＣＳ
－ＲＦ Ｐ －Ｈ ｉ ｓ

，

ＲＦ Ｐ －Ｈ ｉ ｓ 和 ｐ
－

ａｃ ｔ ｉｎ 的表达水平用蛋 白 质免疫 印记检测 。 ＳＤＳ－ ＰＡＧＥ 胶浓度为 ７ ． ５％ 。在 Ｃｏ
－

Ｉ Ｐ

组中 ， Ａ ＰＫＣＳ
－ＲＦ Ｐ －Ｈ ｉｓ 用 ＲＦ Ｐ 抗体进行免疫沉淀 ， 用 Ｈ ｉ ｓ 单抗检测 ＥｃＲＢ ｌ

－ Ｈ ｉｓ 。 鼠源 ＩｇＧ 是

非特异性抗体作为 阴性对照 。 同时在 ＨａＥ
ｐ

ｉ 细胞过表达 Ｈ ｉｓ 标签和 ＲＦ Ｐ －Ｈ ｉｓ 作为标签对照 。

细胞的处理与蛋 白 的检测方式与 Ｂ 中描述
一

样 。
（
Ｄ

）用 ＲＮＡ ｉ 抑制 的表达抑制 了ＥｃＲＢ ｌ

的磷酸化 。转染 ｐ
丨 Ｅｘ －ＥｃＲＢ ｌ

－ Ｈ ｉ ｓ 进细胞 ４ ８ｈ 后 ， 再次转染 也户紅：
＜５ 或 冶ＧＷ５

（
２
ｐｇ／ｍ ｌ

）
２４ｈ ，

或等量ＤＭＳＯ处理 ３ ０ｍ ｉｎＡＰＰａ ｓ ｅ处理蛋 白０ ． ５ｈ ， 用７ ． ５％ＳＤＳ －ＰＡＧＥ
检测ＥｃＲＢ ｌ和

ｐ
－

ａｃ ｔ ｉｎ 。

根据三次重复试验用 ／ 检验分析显著性差异 （

＊

ｐ
＜０ ． ０ ５

）
。 误差线为三次技术性重复的平均值

士ＳＤ 。
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ｈ ｏ ｓ

ｐ
ｈ ｏ ｒ

ｙ
ｌ ａ ｔ ｉ ｏｎｏｆＥｃＲＢ ｌ ．（

Ａ
）Ｏｖ ｅｒｅｘ

ｐ
ｒｅｓｓ ｉｏｎｏ ｆ

ＡＰＫＣ８
－

ＥＩＦＰ －Ｈ ｉ ｓｈａｓｎｏｅｆｆｅｃ ｔｏｎｔｈｅ
ｐ
ｈｏｓｐ

ｈ ｏ ｒ
ｙ

ｌａｔ ｉｏｎｏｆＵＳ Ｐ １ｂｙＷｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏ ｔａｎａ ｌｙ ｓ ｉｓ ．Ａｆｔｅｒ

ｃ ｏ
－

ｔｒａｎ ｓ ｆｅｃ ｔ ｉｏｎｗ ｉｔｈＵＳ Ｐ Ｉ

－Ｈ ｉｓ
，ＵＳＰ １

－

Ｓ ２ １ Ａ－ Ｈ ｉｓ（ｐ
ｈｏ ｓ ｐ

ｈｏｒｙ ｌａｔ ｉｏｎｓ ｉｔｅｍ ｕｔａｔ ｉｏｎ
）ａｎｄ

Ａ ＰＫＣ５
－ＲＰ Ｐ －Ｈ ｉｓｏｒＲＦ Ｐ －Ｈ ｉ ｓｆｏ ｒ４ ８ｈ

，ｔｈｅｃ ｅ ｌ ｌｓｗ ｅ ｒｅｔ ｒ ｅａ ｔｅｄｗ ｉｔｈ２ ０Ｅ
（
２
 ｜

．ｉＭ
）
ｆｏ ｒ３ ０ｍ  ｉｎ ．ＤＭ ＳＯ

ｗ ａｓｕ ｓ ｅｄａｓａｎｅｇａｔ ｉｖｅｃ ｏｎ ｔｒｏ ｌ ．Ａｎｔ ｉ
－Ｈ ｉｓａｎｄａｎｔ ｉ
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ｌｏｙ

ｅｄｆｏ ｒｄ ｅｔｅｃｔ ｉｏｎｏｆｔｈｅ

４ １
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３ ．６ ＥｃＲＢ ｌ 的磷酸化决定了ＥｃＲＢ ｌ ／ＵＳＰ ｌ 异源二聚体的形成以及基因的转录表达

为 了更深入的研宄 ２０Ｅ 诱导 的 ＥｃＲＢ ｌ 磷酸化 的功能 ， 首先需要确定 ＥｃＲＢ ｌ 的

憐酸化位点 。 我们用预测憐酸化的软件 Ｋ ｉｎａｓｅＰｈｏｓ 和 Ｎｅ ｔＰ ｈｏｓ 预测到 了 三个最可能

的 ＰＫＣ 磷酸化位点 ， Ｔｈｒ ｌ ７６
，
Ｔｈｒ４６ ８

，
和 Ｓｅ ｒ ５ １ ０ 。 这些氨基酸残基分别被突变成丙

氨酸 （ Ｔ Ｉ ７６Ａ
，

Ｔ４６８Ａ
，Ｓ５ １ ０Ａ ） ， 随后分别在 ＨａＥｐ ｉ 细胞中过表达 。 然后用磷酸化蛋

白磷酸盐评估测定试剂盒检测 了野生型和突变性型 的 ＥｃＲＢ １ 。 在野生型 以及 Ｔ １ ７ ６Ａ

和 Ｓ５ １ ０Ａ 突变体 中 ， 每摩尔 ＥｃＲＢ ｌ 蛋 白 中含有 的磷酸基摩尔数受 ２０Ｅ 诱导上升 ，

而 Ｔ４６ ８Ａ 突变体 的磷酸化水平没有提高（ 图 ２ ． ９Ａ ） 。表 明 Ｔ４６ ８ 可能是 ２ ０Ｅ诱导 ＥｃＲＢ１

发生磷酸化 的位 点 。 为进
一

步确认该位点是否 是 ＥｃＲＢ ｌ 的磷酸化位点 ， 我们用

ｗｅ ｓ ｔｅｒｎ ｂ ｌｏｔ分析了ＥｃＲＢ ｌ
－Ｈ ｉｓ和ＥｃＲＢ １

－Ｔ４ ６ ８Ａ －Ｈ ｉｓ的磷酸化 。 ＥｃＲＢ １
－Ｈ ｉｓ在２０Ｅ调

控下出现高分子量条带 ， 而 Ｔ４６８Ａ －Ｈ ｉｓ 则没有 （ 图 ２ ． ９Ｂ ） 。 因此 ， 我们得出结论在

２０Ｅ 诱导下 ＥｃＲＢ ｌ 的 Ｔｈｒ４６ ８ 位发生磷酸化 。

为 了阐 明 ＥｃＲＢ ｌ 磷酸化在 ２ ０Ｅ 途径中的重要性 ， 我们通过 ＣＭＰ 实验分析检测

４２
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了野生型 ＥｃＲＢ ｌ 和磷酸化位点突变型 Ｔ４６ ８Ａ 与 ＥｃＲＥ 的结合 。在 ２ ０Ｅ 诱导后 ， ＥｃＲＢ ｌ

比突变型 Ｔ ４６ ８Ａ 更多 的结合 ＥｃＲＥＤＮＡ 片段 （ 图 ２ ． ９Ｃ ） 。 说 明 ＥｃＲＢ ｌ 的磷酸化对

与 ＥｃＲＢ ｌ 与 ＥｃＲＥ 的结合非常重要 。 此外 ， 用 Ｃ ｏ－

ＩＰ 实验检测 了ＥｃＲＢ ｌ 磷酸化对

ＥｃＲＢ ｌ 与 Ｕ ＳＰ １ 相互作 用 的影响 。 发现 ２ ０Ｅ 能诱导 Ｅｃ ＲＢ ｌ 与 Ｕ ＳＰ １ 的结合 ， 而

ＥＣＲＢ １
－Ｔ４ ６ ８Ａ 突变体不能与 Ｕ ＳＰ １ 结合 （ 图 ２ ． ９Ｄ ） 。 实验结果表 明 ＥｃＲＢ ｌ 的磷酸化

对 ＥｃＲＢ Ｉ ／Ｕ Ｓ Ｐ ｌ 转录复合体的形成 同样十分关键 。 转录复合体与 ＤＮＡ 上 ＥｃＲＥ 结合

进而启 动基因转录 。 我们检测 了Ｅｃ ＲＢ ｌ 磷酸化对 ＨＲ ３ 转录 的影响 。 ２ ０Ｅ 能够上调

过表达 ＥｃＲＢ ｌ 的细胞中 ＨＲ ３ 的表达 ， 而不能 引 起 ＥＣＲＢ １
－Ｔ４ ６ ８Ａ 的 细胞中 的 Ｈ Ｒ ３

表达变化 （ 图 ２ ． ９Ｅ ）
，
表 明 ２ ０Ｅ 诱导的基 因表达 同样需要 ＥｃＲ Ｂ ｌ 的磷酸化 。 所有结

果共同表 明 了 在 ２ ０Ｅ 信 号途径 中 ， ＥｃＲ Ｂ ｌ 在 Ｔｈ ｒ４ ６ ８ 位 的磷酸化对于 ＥｃＲＢ ｌ
－Ｕ Ｓ Ｐ ｌ

转录复合体的形成并结合在 ＥｃＲＥ 上进而促使基因表达的过程是必 需的 。
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Ｆ ｉｇｕ ｒｅ２＿ ９ ．ＥｃＲＢ ｌ 的憐酸化＿ＥｃＲＢ ｌ 和 ＵＳ Ｐ ｌ 之间的相互作用 以及 ＨａＥｐ ｉ 细胞中 的基因

表达。
（
Ａ

） 通过确定每摩尔 Ｅｃ ＲＢ ｌ
－Ｈ ｉ ｓ 或其突变体 （

Ｔ １ ７６Ａ
，Ｔ４ ６ ８Ａ

，ａｎｄＳ ５ １ ０Ａ
）的磷酸基摩

尔数鉴定 Ｅｃ ＲＢ ｌ 中 的磷酸化位点 。 Ｅｃ ＲＢ ｌ
－Ｈ ｉｓ 和蛋 白 的位点突变体在细胞 中过表达 ４ ８ 小时 ，

然后用 ２ ０Ｅ 或等量的 ＤＭＳＯ 处理 。
（
Ｂ

）
在 Ａ 所述的条件下蛋 白 质 印迹分析确认 Ｅｃ ＲＢ 丨 中 的

鱗酸化位点是 Ｔｈｒ４６ ８ 。

卩
－

ａｃ ｔ ｉｎ 作为上样对照 。 用 Ｑ ｕ ａｎｔ ｉ ｔｙ
Ｏｎ ｅ 软件进行免疫印迹条带密度

的统计分析 。
（
Ｃ

）
通过抗 ＲＦ Ｐ沉淀和

ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ分析 

ＥｃＲＢ ｌ
－ＲＦＰ － Ｈ ｉｓ 和 Ｅｃ Ｒ Ｂ ｌ

－Ｔ４６ ８Ａ－ ＲＦ Ｐ － Ｈ ｉ ｓ

与 ＨＲ３ 启动子区域中 的 ＥｃＲＥ 结合能力 。 ２ ０Ｅ（ ２
ｎＭ ） 或 ＤＭ ＳＯ 处理转染的细胞 ３ｈ 。 Ｉ

ｇ
Ｇ ：

４ ３
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非特异性 ｌｇＧ 。 引物 ＥｃＲＥ ： 扩增 ＥｃＲＥ 序列的引物 。 引物 ＨＲ３ ： 靶序列在 ＨＲ３ＯＲＦ 区 。
（
Ｄ

）

在 ２０Ｅ 诱导下 ， ＥｃＲＢ ｌＴ４６８ 的磷酸化促进了ＥｃＲＢ ｌ 与 ＵＳＰ １ 的相互作用 。 用 ２
ｎＭ２０Ｅ 或

ＤＭＳＯ 处理 ３ 小时后 ， 从转染的细胞中提取蛋 白质 。 Ｉｎｐｕｔ 显示细胞中表达的 ＵＳＰ ｌ
－ＧＦＰ －Ｈ ｉｓ ，

ＥｃＲＢ ｌ
－ＲＦＰ －Ｈ ｉｓ 和 ＥｃＲＢ ｌ

－Ｔ４６ ８Ａ－ＲＦＰ －Ｈｉｓ 蛋 白 的水平 。
ｐ
－ａｃ ｔ ｉｎ 作为上样对照 ， 并通过免疫

印迹分析检测蛋 白质 。 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 胶浓度为 ７ ． ５％ 。 非特异性小鼠 ＩｇＧ 作为阴性对照 。
（均 在

２０Ｅ诱导下比较ＲＦＰ－Ｈ ｉｓ ，ＥｃＲＢ ｌ
－ＲＦＰ －Ｈｉｓ和ＥｃＲＢ ｌ

－Ｔ４６ ８Ａ－ＲＦＰ －Ｈ ｉｓ
－过表达细胞中的ＨＲ３

表 达 水 平 。 用２０Ｅ（２ｎＭ） 处 理ｐ
ＩＥｘ －４－ＲＦＰ－Ｈｉｓ ， ｐ

ＩＥｘ－４－ＥｃＲＢ ｌ
－ＲＦＰ －Ｈ ｉｓ和

ｐ ＩＥｘ－４－ＥｃＲＢ ｌ
－Ｔ４６８Ａ－ＲＦＰ － Ｈ ｉｓ 转染的细胞 ６ｈ 。 加入等量的稀释的 ＤＭＳＯ 作为对照 。 统计

分析采用 ｔ 检验 ：

＊

ｐ
＜０ ． ０５

，
＊ ＊ ＊

ｐ
＜０ ． ００ １

， 误差表示为平均值 土 ＳＤ 。 对 Ａ－Ｅ 进行 了三次生物学

重复和三次技术重复 。
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４ 讨论

在哺乳动物中 ＰＫＣＳ 在促细胞凋亡过程中起重要作用 （
Ｒｅｙ ｌａ ｎｄ

，
２ ００ ７

；
Ｚｈａ ｏｅｔ ａ ｌ ．

，

２０ １ ２
）

， 而在 昆虫 中类 固醇激素 ２ ０Ｅ 能促使细胞凋亡 （
Ｔ ｉａｎｅｔａ ｌ ．

，
２０ １ ２

） ；（
Ｉ
ｇａｅｔａ ｌ ．

，

２０ １ ０
）

。 但是 ＰＫＣ５ 是否参与 ２０Ｅ 诱导的细胞凋亡过程并不清楚 。 在本章 中我们揭示

了２ ０Ｅ 上调表达
一

种新的 ＰＫＣ５ 。 这种 ＰＫＣ５ 表达之后就发生 自磷酸化随后参与 ２ ０Ｅ

４４
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诱导的细胞凋亡 。 ＰＫＣ５ 通过使 ＥｃＲＢ ｌ 在 ４６８ 位苏氨酸残基上发生磷酸化来促使

ＥｃＲＢ ｌ ／ＵＳＰ ｌ 转录复合体的形成 ， 最终促进凋亡基因 的表达促使细胞凋亡 。

４ ． １ 棉铃虫新型 ＰＫＣ８ 的特征

根据 ＰＫＣｓ 的结构特征以及活化方式 ， 他们被分为三种类型 ： 传统的 ＰＫＣｓ ， 即

ｃＰＫＣ ｓ
，
包含 ａ

， ｐｉ
，ｐ

ｉｌ
， 丫 亚型

？

， 新型 ＰＫＣｓ ， 即 ｎＰＫＣ ｓ ， 包含 ｅ
，
０

，
５

，
ｒ

ｉ

亚型 ； 非典型

ＰＫＣ ｓ ， 即 ａＰＫＣ ｓ ， 包含 Ｉ
， Ｃ

Ｘ 亚型 （
Ｓｔｅ ｉｎｂｅｒｇ ，

２００８
）

。 所有 的 ＰＫＣ 亚型在 Ｎ 末端都

有
一

段调控区域用来维持 ＰＫＣ ｓ 的非活性构象形式 。 在 Ｃ 末端有
一

个催化结构域 ，

即激酶活性域 ， 用来磷酸化底物 ， 行使 ＰＫＣ ｓ 的功能 。 除了ａＰＫＣ ｓ 之外 ， 所有 ＰＫＣ ｓ

在 Ｎ 端都包含
一

个 Ｃ ｌ 结构域与 ＤＡＧ 或佛波酯结合 。 传统型和新型 ＰＫＣｓ 还包含
一

个 Ｃ２ 结构域 ， 可 以结合 Ｃａ
２＋发挥功能 （

Ｗｅｂｂ ｅｔ ａ ｌ ．

，２０００）
。

在本章 中 ， 我们描述 了
一

种 ＰＫＣＳ 的功能 。 这种 ＰＫＣ５ 与果蝇 的 ＰＫＣＳ －Ｅ 相似 ，

命名为 ＰＫＣ５
－Ｅ 。 由 于在 ＰＫＣ５ 亚型 Ｅ 中没有 Ｃ １ 和 Ｃ２ 结构域 ， ＰＫＣ５

－Ｅ 的活化不依

赖 Ｃ ａ
２＋或 ＤＡＧ 。 当过表达其激酶结构域后定位在细胞核 中并且呈现磷酸化的形式 。－

在不施加 ２０Ｅ 的条件下仍可以发挥促凋亡功能 。 因此 ， ＰＫＣＳ －Ｅ 表达水平的上升在

发挥凋亡功 中能是很关键的
一

步 。 虽然在 ＰＫＣＳ 中 预测到 了ｃａｓ ｐａｓｅ
－

１ 的切割位点 ，

但是 由于缺少 ＰＫＣ５ 的抗体无法对其进行研究 。 另
一

方面 由于 ：ＰＫＣＳ 全长太大 ， 要

实现其全部过表达比较 困难 。 但是实验中发现在 ＨａＥｐ ｉ 细胞中过表达 ＰＫＣ５ 的催化

域促进 ｃａｓｐａｓｅ
－

１ 的表达。 而且在棉铃虫血细胞中 ２ ０Ｅ 能够诱导 ｃａ ｓ ｐａ ｓｅ
－

１ 的表达

（
Ｙａｎｇｅｔ ａ ｌ ．

，
２００８

）
， 预示着 ｃａｓｐａｓｅ

－

１ 可能在体内 参与切割 ＰＫＣ ８ 。

４ ．２２ ０Ｅ 通过上调 ＰＫＣ５ 表达进而促进凋亡

在棉铃虫 的变态发育时期 ＰＫＣ Ｓ 的表达量升高 ， 而在此过程中幼虫组织发生程

序性细胞死亡 ， 而且鱗翅 目 昆虫的 ２０Ｅ 滴度也在此时升高 （
Ｒ ｉｄｄ ｉｆｏｒｄｅｔａ ｌ ．

，
２００ ３

）
。

这些都与 ＰＫＣ８ 的表达趋势
一

致 。 经由 核转录复合体 ＥｃＲＢ ｌ ／Ｕ ＳＰ ｌ ，２ ０Ｅ 在幼虫组织

及 ＨａＥｐ ｉ 细胞 中上调 ＰＫＣ ５ 的表达。 由此可 以看出 ２０Ｅ 是 引 起 ＰＫＣＳ 表达的上游调

控因 子 。 这些结果与 ２ ０Ｅ 在 高浓度时诱导细胞凋 亡 的功能相
一

致 （
ＷａｎｇｅｔａＬ

，

２０ １ ６ｂ
）
。

在之前 的研宄 中 鉴定到
一

种丝氨酸儀氨酸蛋 白激酶能够诱导棉铃虫 中肠和脂

肪体的凋亡 （
Ｌ ｉｕｅ ｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ３

）
。现在我们又揭示 了ＰＫＣＳ 参与 了２０Ｅ 诱导的细胞凋亡 。

在棉铃 虫 中 的发现与哺 乳动 物 中 的 ＰＫＣＳ 的功 能相
一

致
（
ＤｅＶｒ ｉｅｓｅｔａ ｌ ．

，２０ ０２ ；

Ｌｅｖｅｒｒ ｉｅｒ ｅｔ ａ ｌ．

，

２００２
；Ｚｈａｏｅｔ ａｌ ．

，
２０ ０ ９

）
。在人 中 ， ＰＫＣ５是

一

种癌症抑制因子 （
Ｒｅｙ ｌａｎｄ

，

４５





山东大学博士学位论文


２０ ０ ７
）

。 尽管很 多研究 己经证明 ＰＫＣＳ 能够介导细胞凋亡 ， 但是我们 的研宄证 明 了

ＰＫＣ５ 在昆虫中也可以促细胞凋亡 。

我们证明 了Ｔｈｒ ｌ ３ ４３ 的磷酸化对于棉铃虫 中 ＰＫＣＳ 的促凋亡活性是必需 的 。 通

过比对分析证明 ， Ｔｈ ｒ ｌ ３ ４３ 残基从脊椎动物到无脊椎动物是高度保守的 ， 并且在人

类中 ＰＫＣ５ 也可以被磷酸化 （
Ｋｏｎ ｉｓ ｈ ｉ ｅｔａ Ｌ

，
２０ ０ １

；
Ｐａｒｅｋｈｅｔ ａ Ｌ

，

２ ００ ０
）

。 在我们的研宄

中发现 ，

一

旦 ＰＫＣ Ｓ 的催化结构域过表达就发生磷酸化 。 因此我们提出 ＰＫＣＳ 是 自

磷酸化的 。 然而 ， 这个假设需要在未来的工作中进
一

步研究 。

研宄表明 ， 成虫翅盘的生长和分化具有 ２ ０Ｅ 浓度依赖特性 （
Ｎ ｉ

ｊ
ｈｏｕ ｔ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ ０ ７

）
。

此外在家蚕中发现 ２０Ｅ 可 以诱导翅盘细胞的增殖 （
Ｍｏｒ ｉｙａｍａ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ６

）
。 在我们的

研宂中 ， 在变态发育阶段棉铃虫翅盘 的生长与 ＰＫＣ ５ 的表达量呈负相关 。 然而在棉

铃虫早期干扰掉 ＰＫＣ５ 表达后 ， 同时也抑制 了翅盘 的发育 。 但是翅盘中 凋亡基因的

表达与 中肠中 的 刚好相反 。 ＰＫＣＳ 可能对于整个虫体的发育具有关键作用 。 ２ ０Ｅ 在昆

虫 中可 以 同时促进不 同组织发生凋亡和增殖 ， 可能的机制是在凋亡组织和非凋亡组

织中有着不同的基因表达。 ２ ０Ｅ 可能通过不同 的途径调控中肠 的凋亡和翅盘的生长 ，

具体的机制还有待进
一

步研究 。

４ ．３ＰＫＣ Ｓ 磷酸化 ＥｃＲＢ ｌ 促使基因转录

ＥｃＲＢ ｌ 和 Ｕ ＳＰ １ 作为核受体超家族的成员是
一

种受配体激活的转录因子 。 核受

体的活化不仅受转录后翻译机制调控 ， 也受翻译后修饰机制调控 ， 例如蛋 白质磷酸

化 。 ２ ０Ｅ 通过 ＰＫＣ 介导 Ｕ ＳＰ 的磷酸化 己经在果蝇中得到证明 （
Ｓｏｎｇ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ ０ ３

）
。 还

有在烟草天蛾 （
Ｓ ｏｎｇ

ａｎｄＧ ｉ ｌｂｅｒ ｔ
，１ ９９ ８

）
， 黄粉虫 （

Ｎ ｉｃｏ ｌａ ｉ ｅｔ ａ  丨 ？

，
２００ ０

）
和棉铃虫 （

Ｌ ｉｕ ｅｔ

ａ ］ ．

，
２ ０ １ ４ｂ

）等 昆虫 中 也发现翻译后修饰对基因转录调控 的影响 。 然而 ＰＫＣ 的类型并

没有被鉴定到 。 此外核受体 ＥｃＲ 作为
一

种磷酸化的蛋白存在于成虫家蚕 （
Ｓａｋａｈ ｉｒａ ｅｔ

３ １ ．

，
１ ９ ９８

）
， 果蝇幼虫 ＠ １１ １＾１ ３ 丨 ．

，

２ ０ ０７
）和棉铃虫幼虫中 （

｛５￡１＾ ３ 丨 ．

，
２ ０ １４

）
。 但是这些

研究都只 是证明 了ＥｃＲ 的磷酸化 ， 并没有鉴定到它 的磷酸化位点 以及促使其发生磷

酸化的 ＰＫＣ 类型 。 有趣的是在实验 中我们发现过表达 ＰＫＣ Ｓ 催化域可 以直接在

ＥｃＲＢ ｌ 的 Ｔ４ ６ ８ 残基上发生磷酸化 ， 而不影响 ＵＳＰ １ 的磷酸化 。 ＥｃＲＢ ｌ 的磷酸化对

与 ＥｃＲＢ ｌ ／ＵＳＰ ｌ 复合体的形成 ， 转录因子与 ＥｃＲＥ 的结合 以及随后 引起 的基因转录

都是必需的 。 这些发现揭示了２ ０Ｅ 诱导基因表达的机制 。

过表达的 ＰＫＣ５ 催化域存在于细胞核 中 。 用 Ｐ ＳＯＲＴ 网站 ， 在全长的 ＰＫＣＳ 中预

测到不 同 的核定位信号 ， 从 ７ １ ６ａａ 到 ７２３ａａ 和从 １ １ ７５ａａ 到 １ １ ８ １ ａａ 。 因此我们推断

４６
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ＥｃＲＢ ｌ 的磷酸化发生在细胞核 中 。

之前 的研 究表 明 Ｕ ＳＰ １ 的磷酸化在 与 ＥｃＲＢ ｌ 的 结合 中 非常重要 （
Ｌ ｉｕｅ ｔａ ｌ ．

，

２０ １ ４ｂｈ此外 Ｕ ＳＰ １ 的 乙酰化同样影响其与 ＥｃＲＢ ｌ 的相互作用 （
Ｊ ｉｎｇ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ６

）
Ｊ ０Ｅ

诱导 的 ＣＤＫ １ ０ 的磷酸化 同样促进 了ＥｃＲＢ ｌ ／Ｕ ＳＰ ｌ 转录复合体的形成 （
Ｌ ｉｕｅｔａ ｌ ．

，

２０ １ ４ａ
）

。我们这项工作在此研宄基础上更进
一

步发现 ２０Ｅ 能够诱导 ＥｃＲＢ ｌ 的磷酸化 。

同样对 ＥｃＲＢ ｌ ／Ｕ ＳＰ ｌ 复合体的形成至关重要 。 这些研宄共 同证明 了 在 ＥｃＲＢ ｌ ／Ｕ ＳＰ ｌ

转录复合体的形成过程中 ， 转录后翻译修饰是
一

种非常重要的作用机制 。

５ 小结

实验室之前的研宄证 明 ２ ０Ｅ 通过 Ｅ ｒＧＰＣＲ －

１ 和 ＥｒＧＰＣＲ －

２ ， Ｇａｑ ， ＰＬＣ ， Ｃａ
２ ＋

以

及 Ｃ ａＭＫ Ｉ Ｉ 信号诱导 Ｕ ＳＰ １ 发生磷酸化和 乙酰化 （
Ｐ －Ｕ ＳＰ ｌ

－Ａ ｃ
）

， 进而调控 Ｕ ＳＰ １ 与

ＥｃＲＢ ｌ 结合 ， 促使基因转录 （
Ｊ ｉｎｇ ｅｔ ａＬ

，
２０ １ ５

；Ｌ ｉｕｅｔ ａＬ
，
２０ １ ４ｂ

）
。 在本文 的工作 中 ，

我们进
一

步揭示 了２０Ｅ 通过 ＥｃＲＢ ｌ 和 Ｕ ＳＰ １ 快速上调 ＰＫＣＳ 。 过表达的 ＰＫＣＳ 定位

于细胞核 中并发生 自磷酸化直接调控 ＥｃＲＢ ｌ 在 ４ ６ ８ 的氨苏酸残基上发生磷酸化 。 磷

酸化的 ＥｃＲＢ  １ 与 Ｐ －Ｕ ＳＰ  １
－Ａｃ相互作用 形成转录复合体促使下游基 因的表达和细 胞凋

亡 。 通过这
一

正反馈调节机制 ， ２ ０Ｅ 经 由 ＰＫＣＳ 促使变态时期 的幼虫 中肠发生凋亡 。

２０Ｅ

（
１

）

｜

ｌＵ Ａ ＥｒＧＰＣＲｓ

ｘＧａｑ，ＰＬＣ ，Ｃａ
２＋

，ＣａＭＫＩＩ＼

／＾ Ｉ＼
／
＾ｗ％．＾ ＩＮｕｃ ｌｅ ｕｓＣｙｔｏｐｌａ ｓｍ ＼

（ 飞：
）

＼Ｔ
（
２

）—
ＨＥｃＲＥＤＮＡ■／

＾

ｘＳｋ ＰＫＣＳ
＾

Ｉ
（
３

＞

ｌ

＾
＾

ＨＲ３
，
Ｂ ｉｚ－７

，Ｃａ ｓｐａｓｅｓ
ｌ

丨Ａｐｏｐｔｏｓ ｉｓ
，ｍｅ ｔａｍｏｒｐｈｏｓ ｉｓ

图 ２ ． １ ０．２０ Ｅ 调节 ＰＫＣＳ 表达和 ＥｃＲＢ ｌ 磷酸化的机制示意图 。 （ １ ）２０Ｅ 通过 ＥｒＧＰＣＲ －

１ 和

ＥｒＧ ＰＣＲ－ ２ ，Ｇａｑ ，ＰＬＣ ，Ｃ ａ
２ ＋

以及 ＣａＭ ＫＩ Ｉ 途径诱导 ＵＳ Ｐ １ 发生磷酸化和 乙酰化 （
Ｐ －ＵＳＰ ｌ

－Ａｃ
）

进而调控ＵＳ Ｐ Ｉ与ＥｃＲＢ ｌ结合促使基因转录 （
Ｊ ｉｎｇ

ｅｔａＬ
，
２ ０ １ ５

；
Ｌ ｉｕｅｔａ ｌ ．

，
２０ １ ４ｂ

）
。 （ ２ ）２０Ｅ通

４７





山 东大学博士学位论文


过 ＥｃＲＢ ｌ 和 ＵＳＰ １ 快速上调 ＰＫＣＳ 。 过表达的 ＰＫＣＳ 定位于细胞核中并发生 自磷酸化直接调

控 ＥｃＲＢ ｌ 在 Ｔ４６８Ａ 的氨基酸残基发生磷酸化 。 （ ３ ） 憐酸化的 ＥｃＲＢ ｌ 与 Ｐ －ＵＳＰ ｌ
－Ａｃ 相互作

用形成转录复合体促使下游基因 的表达和细胞凋亡 。 通过这
一

正反馈调节机制 ， ２０Ｅ 经由

ＰＫＣＳ 促使变态时期的 昆虫肠发生凋亡 。

Ｆｉｇｕ ｒｅＺ １０ ．ＡＳｃｈｅｍ ａｔ ｉｃｒｅｐｒｅ ｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｅ ｃｈａｎ ｉｓｍｂ
ｙｖｉｌｉ ｉｃｈ２０Ｅｒｅｇ

ｕ ｌａｔｅ ｓＰＫＣ§

ｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎａｎｄＥｃＲＢｌｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ．（
１
）２０Ｅｖ ｉａＥｒＧＰＣＲ ｌａｎｄＥｒＧＰＣＲ２

，Ｇａｑ ，ＰＬＣ ？

ｃａｌｃ ｉｕｍ ｉｏｎａｎｄＣａＭＫＩ Ｉｓ＾ｎａ ｌ ｉｎｇ
ｔｒ ｉｇｇｅｒｓＵＳＰ １

ｐｈｏｓｐｈｏｒｙ ｌａｔｉｏｎａｎｄａｃ ｅｔｙ ｌａｔ ｉｏｎｔｏｍｏｄｕ ｌａｔｅ

ｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＥｃＲＢ ｌ ／ＵＳＰ ｌｔｒａｎｓｃｒ ｉｐｔ ｉｏｎｃｏｍｐｌｅｘｔｏｂ ｉｎｄｏｎＥｃＲＥｆｏｒ２０Ｅｐａｔｈｗ ａｙｇｅｎｅ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｂａｓｅｄｏｎｏｕｒ
ｐｒｅｖｉｏｕｓｓ ｔｕｄｉｅｓ（

Ｊ ｉｎｇ
ｅｔａ ｌ ．

，２０ １ ６
；ＬｉｕｅｔａＬ

，２０ １ ４ｂ
）

．（
２
）
２０Ｅｒａｐｉｄｔｙ

ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｓＰＫＣ８ｅｘｐｒｅｓ ｓ ｉｏｎｖｍＥｃＲＢｌａｎｄＵＳＰ １ ．Ｔｈｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓ ｅｄ－ＰＫＣ８ｃａｔａｌ
ｙ
ｔ ｉｃｄｏｍａｉｎ

ｗａｓａｕｔｏ
ｐ
ｈｏｓｐ

ｈｏｒｙｋｔｅｄａｎｄ ｌｏｃａ ｌｉｚｅｄｔｏｔｈｅｎｕｃ ｌｅｕｓｔｏ
ｐ
ｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅＥｃＲＢ ｌａｔＴ４６＆（

３
）
Ｔｈｅ

ｐｈｏｓｐｈｏｒ
ｙ ｌａｔｅｄ

－ＥｃＲＢ ｌ ｉｎｔｅｒａｃｔｓｗ ｉｔｈＰ－ＵＳＰ １
－ＡｃｔｏｆｍｎｔｈｅＥｃＲＢ ｌ ／ＵＳＰ ｌｔｒａｎｓｃｒ ｉｐｔ

ｉｏｎａ ｌ

ｃｏｍｐ
ｌｅｘｔｏｐ

－

ｏｍｏｔｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓ ｉｓ ．Ｔｈｒｏｕｇｈｔｈ ｉｓｐｏｓ ｉｔ ｉｖｅｆｅｅｄｂａｃｋ

ｍｅｃｈａｎ ｉｓｍ
，
２０Ｅ

ｐ
ｒｏｍｏｔｅｓａｐｏｐｔｏｓ ｉｓｄｕｒ ｉｎｇ

ｉｎｓｅｃｔ ｍｅｔａｍｏｒｐｈｏｓ ｉｓ ．

４８



第三章 内质网上 Ｃａ
２＋感受器 ＳＴ Ｉ Ｍ １ 参与 昆虫 ２０Ｅ 信号途径诱

导 Ｃａ
２＋内流促使细胞凋亡

１ 引 言

ＳＴＩＭ １ 是
一

种存在与 内质 网膜上的 Ｃａ
２＋感受器 ， Ｎ 端在 内 质 网腔 中 ， Ｃ 端在细

胞质 中 （
Ｌ ｉｏｕ ｅｔ ａ Ｌ

，
２０ ０ ５

；
Ｒｏｏｓｅｔ ａ ｌ ．

，
２ ００５

）
。 人体 中 的ＳＴＩＭ １包含Ｎ末端的ＥＦｈａｎｄ

结构域和 ＳＡＭ 结构域 ， 这两个结构域存在 内质 网腔中 ， 之后包含
一

段跨膜序列 ，

ＳＴＩＭ ｌ
－Ｏｒａ ｉ

－激活区域 （ ＳＯＡＲ ） ，
—

个丝氨酸和脯氨酸富集 区和
一

个 Ｃ 末端的 多碱

性氨基酸区域 （
Ｎ ｏ

ｇ
ｕｅ ｉｒａ ｅｔ ａ 丨 ２０ １ ２

）
。 在 内 质 网 ＃５池的 Ｃａ

２＋排空后 ＥＦ ｌｉａｎｄ 结构域无

法结合到足够的 Ｃａ
２＋

， 引起 ＳＴＩＭ １ 蛋 白 构象变化促使 ＳＴＩＭ １ 聚集成簇诱导 ＳＯＣＥ

的发生 （
Ｌ ｕ ｉｋ ｅｔ ａ Ｌ

，
２０ ０ ８

）
。 ＳＴ ＩＭ １ 的聚集体从 内质 网膜迀移到 内 质网 －质膜结合区域

结合质膜上的 Ｐ ＩＰ ２（
Ｌ ｉ〇ｕ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ ０７

）
。 由于在 内质 网 －质膜结合区域内质 网与质膜之

间 的距离非常接近 ， 聚集后 的 ＳＴ ＩＭ １ 可 以在此处与 ＳＯＣ 通道 Ｏ ｒａ ｉ ｌ 直接相互作用

（
Ｙｕａｎ ｅｔ ａＬ

，
２００ ９

）
。 Ｏ ｒａ ｉ ｌ 是

一

种位于细胞膜上的 Ｃａ
２＋通道 ， 与 ＳＴ１Ｍ １ 相互作用来应

答钙池中 Ｃａ
２＋

的排空进而诱导 内源性的 ＳＯＣＥ ， 促使 Ｃａ
２ ＋

穿过细胞膜进入细胞质 中

（
Ｐｅｎｎａ ｅｔ ａ ｌ ．

，

２００ ８
）

。 在果媚 （
Ｈｏｕ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２ ０ １ ２ｂ

） 以及人类 （
Ｂａ ｌａ ｓｕｒ ｉｙａ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ４

） 中

发现活化 的 Ｏｒａ ｉ ｌ 通道以六聚体 的定位在细胞膜上 ， ＳＴ ＩＭ １ 以相 同的六聚体形式与

Ｏｒａ ｉ ｌ 相互作用 。

ＳＯＣＥ 的发生不仅依赖于 ＳＴＩＭ １ 的亚细胞定位变化还依赖于翻译后修饰水平上

的磷酸化变化 。在 ＨＥＫ２ ９ ３细胞 中 ，
ＳＴＩＭ １ 在 ＥＲＫ １ ／２ 的位点 Ｓｅｒ５ ７５

，
Ｓｅ ｒ６ ０ ８ 和 Ｓｅ ｒ ６２ １

发生磷酸化促使 ＳＯＣＥ 的发生 〇
Ｐｏｚｏ

－Ｇｕ ｉｓａｄｏｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ３

）
。 而在 内皮细胞 ＳＴ ＩＭ １ 在

Ｓｅｒ４ ８ ６ 和 Ｓｅｒ６ ６ ８ 氨基酸残基发生磷酸化 ， 从而 抑制 了 有丝分裂过 中 ＳＯＣＥ 的发生

（
Ｔｅ ｒｒｙ

ｅｔａ Ｌ
，
２０ １ ７

） ； 同样在 内皮细胞中ＳＴＩＭ １经ＣａＭＫＫｐ
－ＡＭＰＫａ ｌ

－

ｐ３ ８ｐ信号途径

诱导磷酸化进而关闭 了ＳＯＣＥ （
Ｓｕｎｄ ｉｖａ ｋｋａｍ ｅｔ ａ ｌ ．

，

２０ １ ３
）

。 因此 ， ＳＴＩＭ １ 的磷酸化与

细胞中 ＳＯ ＣＥ 密切相关 。 哺乳动物细胞中对 ＳＯＣＥ 的研究相对较多 ， 而在 昆虫 中 ，

ＳＴＩＭ１ 的表达 ， 磷酸化以及聚集对 Ｃａ
２＋

内流的影响 以及调控机制 尚不清楚 。 初步研

究显示昆虫中 的蛻皮激素 ２０Ｅ 在变态时期通过 ＳＯＣＥ 促使胞 内 Ｃａ
２ ＋增加 ， 以此为模

型能够揭示昆虫 中 ＳＯＣＥ 的分子机制 。

４９
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

细胞膜进入细胞 ， 然后结合在核受体 ＥｃＲ 上调控基因表达 （
Ｔｈｏｍｐｓｏｎ ，

１ ９９５
）
。 这种

基因组途径 曾被认为是类固醇激素的主要作用方式 。 近年来的研宄表明 ＧＰＣＲ 参与

蛻皮激素 的信号转导途径 。 在棉铃虫 中 ， 细胞膜上的 ＥｒＧＰＣＲ－

１ 和 ＥｒＧＰＣＲ －

１ 参与

２０Ｅ诱导 的Ｃａ
２＋

内流及基因 表达 （
Ｃａ ｉｅｔａ ｌ ．

，

２ ０ １ ４ａ
）（
ＷａｎｇｅｔａＬ ，

２ ０ １ ５
）

。 通过

ＥｒＧＰＣＲ－

１ ，２ ０Ｅ 诱导 ＣＤＫ １ ０ 以及 ＵＳＰ １ 发生磷酸化促使基因转录 （
Ｌ ｉｕｅｔ ａ Ｌ

，
２ ０ １ ４ａ

；

Ｌ ｉｕｅｔａ ｌ ．

，
２０ １ ４ｂ

）
。 进

一

步研究证明在 ２ ０Ｅ 调控下 ， ＰＫＣ５ 诱导 ＥｃＲＢ ｌ 磷酸化促使

ＥｃＲＢ ｌ ／ＵＳＰ ｌ 复合体 的形成 （
Ｃ ｈｅｎｅｔａ ｌ ．

，
２０ １ ７

）
。 在家蚕 中 ，

２０Ｅ 能够增加胞 内 Ｃａ
２＋

浓度促使 ＰＣＤ 的发生 （
Ｍａｎａｂｏｏｎｅｔ ａ ｌ ．

，

２ ０ ０９
）

。 之前的实验证明在棉铃虫细胞中 ２０Ｅ

能够 引起 比 ＪＨ 更高水平的胞 内 Ｃａ
２＋浓度 （

Ｗａｎｇｅｔａ ｌ ．

，

２ ０ １ ６ｂ
）

。 依赖于胞 内 Ｃａ
２夂浓

度的升高 ， ２ ０Ｅ 诱导细胞从 自 噬 向凋亡 的转变 （
Ｌ ｉ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ６

）
。 Ｃａ

２＋激活 了钙调蛋 白

依赖的蛋 白激酶 Ｉ Ｉ（ＣａＭＫ ＩＩ ） 促使基因转录 （
Ｊ ｉｎｇ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ５

）
。 最近的工作表明 ２０Ｅ

可以诱导 Ｃａ
２＋通过 Ｏｒａ ｉ ｌ 通道进入细胞质促使细胞调亡预示着 ２０Ｅ 通过 Ｏ ｒａ ｉ ｌ 引起

ＳＯＣＥ
（
Ｌ ｉ ｅｔ ａ Ｉ ．

，

２ ０ １ ７ｈ ＳＭ ， ＳＴ ＩＭ １ 作为 ＳＯＣＥ 的另
一

个成员 ， 在 昆虫 中的在昆

虫变态过程中功能和分子机制仍有待进
一

步研究 。

在这项研 宄 中 ， 我们发现鱗酸化的 ＳＴＩＭ １ 在变态和化蛹过程中在幼虫组织中广

泛表达 。 通过 ２０Ｅ 上调 ＳＴＩＭ １ 的表达不仅受上游膜受体 ＥｒＧＰＣＲ－

１ 和 ＥｒＧＰＣＲ－２ 的

调控 ， 而且核受体 ＥｃＲＢ ｌ 及其异源二聚体 ＬＪ ＳＰ １ 的调控 。 此外 ， ２０Ｅ 能够促使 ＥｃＲＢ ｌ

结合在 ＳＴＩＭ １ 启 动子上的 ＥｃＲＥ 上 ， 从而诱导 ＊Ｓ ７７Ｍ７ 的转录 。 ＳＴＩＭ １ 对于幼虫 中肠

的降解和 ２０Ｅ 调节 的基因表达是必需的 。 ＳＴＩＭ １ 在棉铃虫变态过程中定位在幼虫中

肠 － 通过 ＧＰＣＲ ，ＰＬＣ ， ＩＰ３Ｒ 和 ＰＫＣ ，２ ０Ｅ 诱导 ＳＴＩＭ １ 的磷酸化 ， 促使 ＳＴＩＭ １ 的

聚集并迁移到 ＥＲ －

ＰＭ 结合处。 ＳＴ ＩＭ １ 的磷酸化对于 ＳＴＩＭ １ 激活 ＳＯＣＥ 是必需的 。

这些结果表明 ２ ０Ｅ 通过 ＥｒＧＰＣＲ ｓ 激活 ＳＴＩＭ １ 以促进 ＳＯＣＥ ， 引起细胞 内 Ｃａ
２＋浓度

增加 ， 增加的 Ｃａ
２＋促使 ＰＫＣ 调控 ＳＴＩＭ １ 的磷酸化 ， 进而诱导 ＳＴＩＭ １ 的聚集及移位 ，

诱导 ＳＯＣＥ 的发生 。 增加的 Ｃａ
２＋促进 ＥｃＲＢ ｌ 与 ＥｃＲＥ 结合反过来提高 ＳＴ ＩＭ １ 表达

量 ， 以及 ２０Ｅ 应答基因和凋亡相关基因 的转录 ， 最终促使凋亡和变态的发生 。

２ 材料和方法

２ ． １ 实验材料

２ ． １ ．１ 实验动物

以棉铃虫为研宄材料 ， 同第二章 。 制备抗体的兔子为新 西兰大 白兔 。

２ ． １ ．２ 实验细胞

５ ０
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

同第二章 。

２ ． １ ．３ 实验试剂

原核表达载体 ＰＥＴ－

３０ａ
－Ｈ ｉｓ （ Ｐｒｏｍｇａ ， 麦迪逊 ， 美 国 ） ， Ｃａ

２＋指示剂 ａｃｅｔｏｘｙｍｅｔｈｙ ｌ

（ＡＭ ）ｅ ｓ ｔｅｒｃａ ｌｃ ｉｕｍ ｃｒ ｉｍｓｏｎ
？

ｄｙｅ（ Ｉｎｖ ｉｔｒｏｇｅｎ ， 卡尔斯巴德 ， 美 国 ） ， 蛋 白ｍａｒｋｅｒ

（ ２６６ １ ６ ， 赛默飞世尔 ， 德克萨斯 ， 美国 ） ， 山羊抗兔荧光二抗 ＡＬＥＸ４８ ８（ ｉｎｖｅ ｉｔ ｒｏｇｅｎ ，

卡尔斯巴德 ， 美 国 ） ，
Ｔ４ＤＮＡ 连接酶 （ＮＥＢ ， 美 国 ）

， 麦胚凝集素 （ＷＧＡ ） ， 其它

均与第二章相同 。

２ ． １ ．４ 实验仪器

同第二章仪器 。

２ ．２ 实验方法

２ ．２ ． １ 组织和细胞中 ＲＮＡ 的提取

同第二章方法

２ ．２ ．２ 第
一

链 ｃＤＮＡ 的合成

同第二章方法

２ ．２ ．３ 组织和细胞蛋白的提取

同第二章方法

２ ．２ ．４ 基因克隆

在 ＮＣＢ Ｉ 上找到家蚕的 ＳＴ ＩＭ １ 序列 ， 通过与棉铃虫转录组库进行 比对分析找到

了
一

个相似的基因 。 由 于中间部分缺失 ， 我们根据 己知的 Ｎ 末端和 Ｃ 末端序列 设计

弓
 Ｉ物ＳＴ ＩＭ １ ＪＦ ：ＡＴＧＣＧＴＡＴＣＧＧＴＴＴＣＧＴＧＴＴＡ和ＳＴＩＭ １Ｒ ：

ＣＴＴＡＴＣＣＣＣＴＣＣＴＡＡＴＡＴＡＡＡＧＴＧＧ 。 通过 ＰＣＲ 从棉铃虫中肠中扩增到 ＳＴＩＭ １ 的

全长序列 ， 然后测序验证 。 得到 ＳＴＩＭ １ 的序列后通过 ＥｘＰＡ Ｓｙ 工具确定 ＳＴＩＭ １ＯＲＦ

序列 》 ＳＭＡＲＴ 软件分析蛋 白 质 的结构域 。 用 ＭＥＧＡ５ ． ０ 和 ＧＥＮＨＤＯＣ 软件进行蛋

白质序列 比对和进化树制作 。

２ ．２ ． ５ 实时定量 ＰＣＲ

同第二章方法

２ ．２ ．６ 蛋 白质免疫印记

同第二章方法

２ ．２ ．７ 细胞系 中蛋 白錄达

同第二章方法

５ １
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

２ ．２ ．８ 虫体激素诱导

在第二章实验方法基础上 ， 提取诱导后的 中肠总 蛋 白 ， 进行蛋 白质 免疫 印迹分

析 。

２ ．２ ． ９Ｘ－磷酸酶处理

同第二章方法

２ ．２ ． １ ０ＨＥ
染色

同第二章方法

２ ．２ ． １ １ 构建重组质粒

以第
一

链 ｃＤＮＡ 为模板 ， 根据设计好的 引 物通过 ＰＣＲ 扩增表达片段 ， 扩增 出 的

片段经限制性 内切酶酶切 、 纯化获得有粘性末端 的表达片段 。 用相 同的限制性 内切

酶酶切原核表达质粒 ＰＥＴ ３０ａ－Ｈ ｉｓ 或过表达质粒 ｐ
Ｉ Ｅｘ－４－Ｈ ｉｓ 或带有荧光标签的过表达

质粒 。 切记不能用 荧光标签上带有的酶切位点的 限制性 内 切酶酶切质粒 。 同样纯化

回收得到线性化载体 ＤＮＡ 片段 。 把酶切后的 ＤＮＡ 片段的载体按摩尔 比 ３ ：１ 的 比

例混合 ， 加入 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶 １ ０１ 过夜连接 。 再 ＤＨ５ａ 感受态细胞转化涂板 。 过

夜培养后通过 ＰＣＲ 筛菌 ， 琼脂糖电泳检测 。 筛到之后加 ＬＢ 培养基 ３７Ｘ： 摇晃过夜 。

第二天提取质粒 ， 经酶切验证 。 最后进行测序验证 。

２ ．２ ． １ ２ 出 的合成

同第二章方法

２ ．２ ． １ １ ３ 虫体 ＲＮＡ 干扰

同第二章方法

２ ．２ ． １ ４ 细胞系 ＲＮＡ 干扰

同第二章方法

２ ．２ ． １ ５ 磷酸化水平检测

同第二章方法

２ ．２ ． １ ６ 染色质免疫共沉淀

同第二章方法．

２ ．２ ． １ ７ 重组蛋白试表达

将构建好 的携带表达片段的 ＰＥＴ３ ０ａ 质粒经转化进入 ＢＬ２ １ 表达菌株中 。 挑取单

克隆菌落 。 取
一

支干净 的试管 ， 加入 ５ｍ ｌ ＬＢ 培 基和 ２５
ｎ ｌ（ ２５ｒａ ｇ

／ｍ ｌ ） 硫酸卡那

霉素 。 加入挑取的菌落 ３ ７摇晃过夜 。 再取
一

支干净的试管 ， 加入 同样的培养基

５ ２
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

和抗生素 ， 按 １ ：１０ ０ 的 比例把菌液接种到新管中 ， ３ ７
°

Ｃ 摇晃培养 ３ｈ 。 取 ５ ０ ０Ｈ ｉ

作为诱导前的对照 ， ６０ ０ ０ｒｐｍ ， ３ｍ ｉｎ 收集菌体加入 １ ０ ０
ｇ ｌ ｌ

ｘＰＢ Ｓ 悬起 ， ４ １ 放置 。

在剩下的菌液中加如 ＩＰＴＧ ， 终浓度 ０ ． １Ｍｍ ，３ ７ １ 摇晃培养 ５ｈ 。 取 ３ ０ ０
ｎ ｌ 作为诱

导后样品 ， 离心收集菌体 ， １ ０ ０ 叫 ｌ
ｘＰＢ Ｓ 悬起 。 剩下的菌液同样条件离心收集细菌 。

弃上清加入 １ｍ ｌｌ
ｘＰＢ Ｓ 超声波破碎 ５ｘｎ ｉｎ 。 ４Ｔ ， １ ０ ０００ｒ

ｐｍ 离心 １ ５ｍ ｉｎ 。 分离上清

和沉淀 。 取 １ ００
Ｗ 上清 。 沉淀加 １ ００

Ｈ ｉｌ ｘＰＢ Ｓ 混匀 。 这四种处理的样品 中加入 ５ ０
ｎ ｌ

的蛋 白处理液 ， 煮沸 １ ０ｍ ｉｎ 。 ＳＤＳ
－ＰＡＧＥ 后用考马 斯亮蓝染液染色 ， 然后脱色 。 检

测表达情况 。

２ ．２ ． １ ８ 大规模表达重组蛋白

前
一

天晚上接种含表达载体的表达菌柱 ， 在 ５ｍ ｌ ＬＢ 培养基中 ３ ７ 摇晃过夜 。

过夜菌按按 １ ：１ ０ ０ 的比例把菌液接种到新种到 ３ ０ ０ｍ ｌＬＢ 培养基中 ， 加入卡那霉素

后在 ３ ７
°

Ｃ 摇晃培养 ３ ｈ ？ ＞ 加入 ＩＰＴＧ 至终浓度为 ＯＪ ｍＭ ，３ ７
＜

£ 摇晃培养 ５ ｈ 。 之后

６００ ０ｒｍｐ
２０ｍ ｉｎ 离心收集细菌 ， 然后用 ５ ０ｍ 丨 的 ｌ

ｘＰＢ Ｓ 悬起菌体 ， 混匀后在冰浴中

超声波破碎细菌 。 程序设定为 ： 超声波时间 ５ｓ ， 间隔时间 ５ｓ ， 全程时间 ｌ ｈ ， 保护

温度为 ６０Ｔ 。 超声破砕后 ４ １ ０ ０００ｒｐｍ 离心 ２０ｍ ｉｎ 。 弃上清用 ， 沉淀分别用 Ｂ ｕｆｆｅ ｒ

Ａ 和 Ｂ ｕｆｆｅｒ Ｂ 各洗两次 。洗去杂蛋 白 后用 ３ ０ｍ ｌ 含 ８Ｍ 尿素的变性液悬起沉淀 ３７ｔ

震荡溶解 。

Ｂｕｆｆｅ ｒＡ ：５０ ｍＭ Ｔｒ ｉｓ
－ＨＣ ｌ（ ｐＨ８ ． ０ ） ，５ｍＭＥＤＴＡ

Ｂｕｆｆｅ ｒＢ ：５ ０ｍＭＴｒｉｓ
－ＨＣ ｌ（

ｐ
Ｈ８ ． ０ ） ，５ ｍＭ ＥＤＴＡ ，２ Ｍ Ｍ＊

变性液 ： ０ ． １Ｍ Ｔｒ ｉｓ
－ＨＣ ｌ（ ｐＨ８ ． ０ ） ，８Ｍ 尿素

２ ．２ ． １ ９ 重组蛋白 的纯化

待上述沉淀溶解后 ４
°

Ｃ ，１００ ００ｒｐｍ 离心 ２ ０ｍ ｉｎ 去除不溶性沉淀 ， 取上清过

Ｈ ｉｓ
－

ｔａｇ 变性柱 。 纯化流程为

１ ．２０％乙醇保存 的亲和层析柱流通酒精至柱床顶部 ， 以柱体积 ３ 倍体积的

去离子水洗涤柱子 ；

２ ．３ 倍柱体积的 ｌ
ｘＣｈａｒｇｅｂｕｆｆｅ ｒ 过柱 ；

３ ．３ 倍柱体积的 Ｂ ｕｆｆｅｒＢ 过柱 ；

４ ． 抽滤后的蛋 白样品流通 （重复两次 ） ；

５ ． １ ０ 倍体积的 ＢｕｆｆｅｒＢ 流通至样品 的 Ａ２８０ 稳定 ；

６ ．５
－

１ ０ 倍柱体积 ＢｕｆｆｅｒＣ 过柱 ， 目 的是去除杂蛋白 ；

５ ３
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

７ ． 最小体积 （ １
－２ｍ ｌ ） 的 ＢｕｆｆｅｒＥ 洗脱 ；

８ ． 加 Ｓｔｒ ｉ

ｐ
ｂｕｆｆｅｒ 清洗柱子 ， ２０％乙醇保存 。

ｌ
ｘＣｈａｒｇｅｂｕｆｆｅｒ ：５０ｍＭ Ｎ ｉＳ０

４

Ｂｕｆｆｅ ｒＢ ：１ ００ｍＭＮａＨ
２
Ｐ０

４ ，１０ｍＭＴｒ ｉｓ
－ＨＣ ｌ（ ｐ

Ｈ８ ． ０ ） ， ８Ｍ尿素

ＢｕｆｆｅｒＣ ：１ ００ｍＭＮａＨ
２
Ｐ０ ４ ， １ ０ｍＭＴｒ ｉｓ

－ＨＣ ｌ（ ｐＨ８ ． ０ ） ， ８Ｍ尿素 ， １ ０ｍＭ咪唑

Ｂ ｕｆｆｅｒＥ ：１ ００ｍＭＮａＨ２
Ｐ０４ ， １ ０ｎｉＭＴｒ ｉｓ

－ＨＣ Ｉ（ ｐ
Ｈ８ ． ０ ） ， ８Ｍ尿素 ， ２５０ｍＭ咪唑

Ｓｔｒ ｉ

ｐ
ｂｕ ｆｆｅｒ ：０ ． ５Ｍ ＮａＣ ｌ ，２０ｍＭＴｒ ｉｓ

－ＨＣ ｌ（ ｐ
Ｈ８ ． ０ ） ，１ ００ｒａＭＥＤＴＡ

２ ．２ ．２０ 制备多克隆抗体

以新购买 的新西兰大 白兔为免疫对象 ， 室 内 饲养 ２ 周后从耳缘静脉处取血 ， 离

心取其血清作为前血清 。 ２ ０ ０
ｐｇ 纯化的蛋 白 与等量 的完全弗 氏佐剂充分乳化 ， 形成

油包水的状态 ， 进行皮下 多点注射 。 三周 后将 ５０ ０ ｇｇ 纯化 的蛋 白 与等量的不完全弗

氏佐剂充分乳化 ， 进行第二次免疫 。 两周后将 １ｍｇ 纯化的蛋 白与等量的不完全弗 氏

佐剂充分乳化 ， 进行第三次次免疫 。

一

周后将 １ｍｇ 纯化的蛋 白直接进行肌肉注射再

次加强免疫反应 。 ３ 天后取血鉴定 。

２ ．２ ．２ １ 细胞内 Ｃａ
２＋水平检测

待细胞生长到合适的密度后 ， 用 含有 ３
ｐ
Ｍ 的 Ｃａ

２＋指示剂 ＡＭ 的新鲜 Ｇｒａｃｅ
’

ｓ 培

养基 ２ ７
°

（： 培养箱中孵育 ３ 〇 １＾ ］１１ 。 然后用不含 £ ＆
２＋的 １ 父 ０？６ ８ （ ２ ． ７ 〇１＾０＾ １ ， １ ． ５ 〇^

ＫＨ２Ｐ０４ ，１ ３ ８ｍＭ ＮａＣ ｌ ，８ ｍＭ Ｎａ
２
ＨＰ０

４
） 清洗三次 。 加入少量的 １ Ｘ ＤＰＢ Ｓ 覆盖住

细胞 ， 利用激光共聚焦显微镜每 ６ｓ 采集
一

次荧光照片 ， 持续 １ｍ ｉｎ 。 然后加入含 ２ ０Ｅ

的 １ Ｘ ＤＰＢ Ｓ ， 使终浓度为 ２ｍＭ。 继续采集照片持续 ２ｍ ｉｎ 。 之后再滴加等体积 的含

２ｍＭＣａ
２＋和２ｍＭ２０Ｅ的１Ｘ ＤＰＢＳ ， 采集照片４ｍ ｉｍ然后Ｉｍａｇｅｐｒｏ

－

ｐ ｌｕｓ软件分析

图片的荧光强度 。

５ ４
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



表 １ ． ＰＣＲ 所用到的 引物


Ｐｒｉｍｅ ｒｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（
５

’
－３

’

）

ｑＲＴ
－ＰＣＲ

ＳＴＩＭ １
－ＲＴＦ ｇｇ

ｔ
ｇａｃａｃｇｃｃｇｃｔａｃｔｇ

ＳＴＩＭ １
－ＲＴＲ ｔｃｔｔｃｃａａｃｔｃｇｃｃｃ ｔｃｃ

ＥｃＲＢ  １ 

－ＲＴＦ ａａｔｔ
ｇｃｃｃｇｔｃａｇｔａｃｇａ

ＥｃＲＢ ｌ
－ＲＴＲ ｔｇａｇｃｔｔｃｔｃａｔｔｇａ＾ａ

ＵＳＰ １
－ＲＴＦ ｇｇｔｃｃ ｔｇａｃａｇｃａａｔｇｔｔ

Ｕ ＳＰ １
－ＲＴＲ ｔｔｃｃａｇｃｔｃｃａｇｃｔ

ｇａｃ
ｔ
ｇａａｇ

ＨＲ３
－ＲＴＦ ｔｃａａｇｃａｃｃ

ｔｃａａｃａｇｃａｇｃｃｃｔａ

ＨＲ３
－ＲＴＲ ｇａｅ ｔｔｔｇｃ

ｔ
ｇａｔｇｔｃａｃｃｃ ｔｃｃｇｃ

Ｂ ｒＺ７－ＲＴＦ ｇｇｔｇａｃ ｔｇｔｃｃｔｔａｃｔ
ｇ
ｃｇｇｃａｔ

Ｂ ｒＺ７－ＲＴＲ ｔｔａａｔｔｃｃｔｔｔｇａｃｃａｔｇ
ａｃｔ

ｃａｓｐａｓｅ
－

３ＲＴＦ ｇｇａｇａｃａａｇｇｇｔｇｇａｇａａ

ｃａｓｐａ ｓｅ
－

３ＲＴＲ ｇｇａａｇｇｃｇｔｇｔａｔｇｔｇｇ ｔ

ｃａｓｐａ ｓｅ
－

６ＲＴＦ ｇｃｔｇｔｇａｔｃａｇｔｇｃｔａｃｇｇａｔ

ｃａｓｐａ ｓ
ｅ
－

６ＲＴＲ ｃｃｇａａ
ｔｃａｇｃｔｇｃａｔａｃａｃｔｔ

ＲＰＬ２７－ＲＴＦ ａｃａｇｇｔａｔｃｃ ｃｃｇｃａａａｇｔｇｃ

ＲＰＬ２７－ＲＴＲ ｇ
ｔｃｃｔｔｇｇｃｇｃ

ｔｇａａｃｔｔｃｔｃ，

Ｐ
－ａｃｔ ｉｎＲＴ Ｆ ｃｃｔ

ｇｇ
ｔａｔｔｇ

ｃｔｇ
ａｃｃｇ

ｔａｔ
ｇ
ｃ

｜

３
－ａｃｔ ｉｎＲＴ Ｒ


ｃｔｇｔｔ
ｇｇａａ幽ｇｇａｇａｇｇｇａａ


ＣｈＩＰａｓ ｓ ａｙ

ＥｃＲＥＦ ｃ ａ ｔｔｇａａｃｔｔｇｔｇａ
ｔ
ｇｔｇｇｃ

ＥｃＲＥＲ ｃｇｔｇａｔｃｔｃａｃａａｔｇａ
ｃａｃ

＊

ＲＮＡ  ｉｎｔｅ ｒｆｅ ｒｅ ｎｃｅ ： ^

ＳＴＩＭ ＩＲＮＡ ｉＦ ｇｃｇｔａａｔａｃ ｇａ
ｃｔｃａｃｔａｔａｇｇｇａｇａａｔａｔｔｇｇｔｇｃｇｔａｔｔｔｇｃｔ

ＳＴＩＭ ＩＲＮＡ ｉＲ ｇｃｇｔａａｔａｃ ｇａ
ｃｔｃａｃ ｔａｔａｇｇｇａｇａｔｔｔｇｔｇｇａｔａｇｇｇｔｃｔｔｔｇ

ＥｃＲＢ ＩＲＮＡ ｉＦ ｇｃｇ
ｔａａｔａｃｇａｃｔｃ ａｃ ｔａｔａｇｇｇａｃｇｃｔｇｇｔａｔａａｃａａｃｇｇａｇｇａ

ＥｃＲＢ ＩＲＮＡ ｉＲ ｇｃｇ
ｔａａｔａｃｇａｅ ｔｃａｃｔａｔａｇｇｇａａｇｃｔ

ｇｇ
ａ
ｇａ

ｃａａｃｔｃ ｃ ｔｃａｃｇ

ＵＳＰ ＩＲＮＡ ｉＦ ｇｃｇｔａａ ｔａｃｇａｃｔｃａｃｔａｔａｇｇｇａｃｇａａｃｃａｔｃｃｃｃ ｔａａｇｔｇｇｔｔｃ

ＵＳＰ Ｉ ＲＮＡ ｉＲ ｇｃｇ
ｔａａ ｔａｃｇａｃｔｃａｃｔａｔａｇｇｇａｃｃ ｔｔ

ｇａ
ｔｇａｇｃａｇｇａｔｃｔｇｇｔｃ

ＥｒＧＰＣＲ－

１ＲＮＡ ｉＦ ｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃ ｔｃａｃｔａｔａｇｇｇｔｔｃａｔｃｃ ｔｔｃｔａａｃｇｇｔｇｇｃ

ＥｒＧＰＣＲ －

１ＲＮＡ ｉＲｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃ ｔｃａｃｔａｔａｇｇｇｔｃｇｃｔｔｃａｔｃｔｔｃｇｃｔａｔｃｔ

ＥｒＧＰＣＲ－２ＲＮＡ ｉＦ ｇｃｇｔａａｔａｅｇａ
ｃｔｃａｃ ｔａｔａｇｇｃｇａｇｇｇｔｃａａｇｔｃｔｇ

ａ
ｇｇｔｔ

ＥｒＧＰＣＲ－

２ＲＮＡ ｉＲｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃ ｔｃａｃ ｔａｔａｇｇｔｔａａｇｇｃｔｇｔｔｔ ｇａｔｇｔｔｇａ

ＧＦＰＲＮＡ ｉＦ ｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃｔｃａｃ ｔａｔａ
ｇｇｇａｔ＾ｔｃｃｃａａｔｔｃｔｃｇｔｇｇａａｃ

ＧＦＰＲＮＡ ｉＲ ｇｃｇ
ｔａａｔａｃｇａｃ ｔｃａｃｔａｔａｇｇｇａｃｔｔｇａａｇｔｔｇａｃｃ

ｔｔｇａｔｇｃｃ

Ｏｖｅ ｒｅ ｘｐｒｅ
ｓ ｓ ｉｏ

ｎ ：

ＳＴＩＭ ｌｏｅｘＦ ｃａｇｇａｇａ
ｔｃ ｔｃｇａｔｇｃｇｔａｔｃｇｇｔｔ ｔｃｇｔｇ

ＳＴＩＭ ｌｏｅｘＲ ｔａａｔａｃ＾ｔａｃ ｃｃ ｔｔａｔｃｃｃ ｃ ｔｃｃｔａａｔａｔａａａｇ

ＥｃＲＢ ｌ ｏｅｘＦ ｔａａｃａｃｇｔｃａａｇａｇｃ ｔｃａｔｇａｇａｃｇｃｃｇｃｔｇｇｔａｔａａｃ

ＥｃＲＢ ｌｏｅｘＲ ｇｃａｇｇｃｇｃｇｃｃｇａｇａｔｃ ｔｇｇａｇｃ ｇｃｃｇｇｃｇａｇｔｃｃｇｃｃａ

５５
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

３ 结果

３ ． １ Ｓ７７Ｍｉ 的克隆及信息分析

通过 ＰＣＲ 和测序获得 ＳＴＩＭ／ 的 ｃＤＮＡ 序列 。 经 ＢＬＡ Ｓ 分析 ， 结果显示 ＳＴＩＭＶ

序列与 ＮＣＢ 丨 上提交 的测序结果
一

致 ， 基 因号是 ＸＭ
＿

０ ２ １ ３ ３ ００２ ３ 。 通过进化树分析

鉴定棉铃虫 ＳＴ ＩＭ 属 于 ＳＴ １Ｍ １ 亚型 。 其亲缘关系与 昆 虫的 ＳＴ ＩＭ １ 的 进化距离较近 。

例如 ， 家蚕 ， 小菜蛾 以及果蝇等 。 而与脊椎动物的 ＳＴ ＩＭ １ 和 ＳＴ ＩＭ ２ 较远 （ 图 ３ ． １ ） 。

目 前在 昆虫 中 只 鉴定到
一

种 ＳＴ １ Ｍ ， 且与脊椎动物 的 ＳＴ ＩＭ １ 结构及功能相似 ， 命名

为 ＳＴ ＩＭ １ 。 与多重序列 比对发现 ＳＴ ＩＭ １ 有三个结构域十分保守 ： ＥＦ ｈａｎｄ 结构域 （感

受钙离子 ） ， ＳＡＭ 结构域 （ 同源聚集域 ） 和 ＳＯＡＲ 结构域 （ ＳＴ ＩＭ－Ｏ ｒａ ｉ 相互作用 区

域 ） （ 图３ ． ２ ） 。

！ 〇〇 
ｒ
－ Ａ ． ｍｅｌ ｌ ｉ ｆｅ ｒａ Ｓ Ｔ１Ｍ １ＸＰ

＿

３９５２０７ ． ４

耵 Ｌ＿ Ａ ｆｌ０ ｒｅａ ＳＵＭ ｈｏｍ ｏ ｌ ｏｇ 
ＸＰ
＿

００３６９ ６ ２６３ ． １

４ ４


Ｔ． ｃ ａｓ ｔａｎ ｅｕｍ Ｓ Ｔ ＩＭ １ＸＰ
＿

００８ １ ９２ １ ６３ ． １

ｉ ｉ ｈ ｉ

 Ｄ ． ｍｅ ｌａｎ ｏｇａｓ ｔ ｅｒ Ｓ Ｔ ｉ Ｍ ｉ ｓ ｏｆｏ ｒｍ Ａ Ｎ Ｐ
＿
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图 ３ ．２ ．ＳＴＩＭ １ 在 昆虫和人类中的 比对分析。 使用 ＭＥＧＡ ５ ． ０ 和 ＧＥＮＥＤＯＣ 进行 比对 。 棕色

标记为 Ｅｆｔａｎｄ 结构域 ， 蓝色框是 Ｓ ＡＭ 结构域 ， 黄色框表示 ＳＯＡＲ 结构域 。 绿色氨基酸为

昆虫中预测的磷酸化位点 。 红色位点为己经报道的人中 ＳＴ ＩＭ １ 的磷酸化位点 。
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３ ．２ＳＴＩＭ ｌ 的原核表达检测

原核表达纯化 ＳＴ ＩＭ １ 的 １
－

３ ５ ０ 氨基酸序列 。 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 结果显示 ＳＴ ＩＭ １ 的原核

表达片段 以包涵体的形式存在 。 经 Ｎ ｉ 柱纯化带有 Ｈ ｉｓ 标签 的融合蛋 白后 鉴定到单
一

目 的条带 ， 表明纯化很成功 （ 图 ３ ． ３ ） 。
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图 ３ ． ３． 通过 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 检测 ＳＴＩＭ ｌ 片段的重组表达 。 泳道 １ ： 蛋 白 ｍ ａｒｋｅｒ ； 泳道 ２ ： 诱

导前 ； 泳道 ３ ： ＩＰＴＧ 诱导后 ； 泳道 ４ ： 诱导后的上清 ；
ｌａｎｅ５ ： 诱导后的沉淀 ； ｌａｎｅ６ ： 纯化

的蛋 白 。
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３ ．３ 棉铃虫 ＳＴＩＭ ｌ 在变态时期髙量表达且 以磷酸化形似存在

我们制备 了兔源 的抗棉铃虫 ＳＴＩＭ １ 的 多克隆抗体 ， 并检查 了抗体 的特异性 。 抗

体识别的分子量与预测 的
一

致 （ 图 ３ ． ４Ａ ） 。 为了验证 ＳＴ ＩＭ １ 在棉铃虫变态发育过程

中 的表达情况 ， 我们用 ｗｅｓ ｔｅ ｒｎｂｏ ｌｔ 检测 了５ 龄幼虫到蛹期的部分组织 中 ＳＴ ＩＭ １ 的

表达模式 （ 图 ３ ．４Ｂ ） 。 我们发现 ＳＴ ＩＭ １ 在各个组织 中均有表达 ， 且在变态时期和蛹

前期高表达 （ 图 ３ ． ４Ｃ ） 。 之前的研究证明 ＳＴ ＩＭ １ 存在磷酸化和非硪酸化两种形式 。

我们在棉铃虫中检测 了ＳＴ ＩＭ １ 的磷酸化 ， 发现 ＳＴＩＭ １ 以磷酸化 的形式存在与棉铃

５ ８
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虫组织中 （ 图 ３ ． ４Ｄ ） 。 这些数据说明 ＳＴＩＭ １ 可能在变态过程发挥重要作用 。

Ａ Ｂ Ｅｐ ｉｄｅ ｒｍ ｉ ｓ

ＭｋＤ ａ ＳＴ ｉＭ １ ｜ Ｓ ５ ｋＤ ａ

１ ８ 〇卜
■－

——－

Ａ 〇
．

ｎ
ｐ

－

ａ ｃ ｔｍ
＇
￣￣￣

—一 

一 一 舞
■ ４２ ｋ Ｄａ

攀｜Ｈ
Ｍ ｉ ｄ ｇ ｕ ｔ

９ ５ ＳＴ ＩＭ １
４
《 被

ｙ邊６ ５ ｋ Ｄ ａ

７ ２ ｐ
－

ａ ｃ ｔ ｉ
ｎ

 ｜

一
一一

―

ｉ

｜

一一—

｜
４ ２ ｋ Ｄａ

ＳＴ Ｉ ＩＶ Ｉ １
＇

ｃ ＺＴＺＺｕ ，

６ ５ Ｋ Ｄ ａ
．



Ｆ ａ ｔ ｂ〇ｄｙ


５ ５ Ｓ Ｔ ＩＭ １




  

． ６ ５ ｋＤ ａ

Ｐ
－

ａ ｃ ｔ
ｉ ｎ

＇
—￣￣

■ 
——

 ｜ 

－—一 — ＊—
＇

４ ２ ｋＤ ａ

細娜Ｕ Ｕ ． Ｓ Ｊｒ ＪＴ ￡ ｉ： ￡ Ｊ＝ Ｔ３
＂

Ｏ ＸＳ ＴＳ ＴＪ

ｖ

 ？ ？ ？ ？

§Ｌ￡ｈｔ
＾ａ^

ｙ〇＾ ４＾ｒ
＊

ＣＯ ＜〇 ｔｏ （〇 １；



ＣＯ

ＦＭＦＭ Ｍ Ｐ

—？—Ｅｐ ｉｄ ｅ ｒｍ ｉｓ
—？—Ｍ ｉｄｇ ｕ ｔ 

— Ｆａｔ ｂｏ ｄ ｙ Ｉ

＿

Ｊ

Ｉ２ ． ５

「
ＭＰ Ｐ

Ｉ
ｆ

２ ０

／
ＷＭ

Ｉ Ｉ

１ ＇ 。￡？
／

汉＾
―———

二
－

＜〇 
２ 〇５  ｉ

，  ，

．

／
Ｍ．

￣＾
＾

ｔＸｊｓｉ Ａ ｎ ｔ ｉ

＿

ｐ
－

３ ｃ ｔ ｉ ｎ ４２ｋＤ ａ

Ｉ〇 ． 〇
ｌ

＾
－ －


￡ ２ ２ ＾ ２
＇

７
ＣＬ Ｃ ＇ ＇ ａ＇ ＣＬ Ｄ ＇

Ｓ５ＳＳ￡

ＦＭＦＭＭＰ

图 ３ ． ４ ． 蛋 白质印迹分析表达模式和 ＳＴＩＭ １ 在不同组织中的磷酸化 。
（
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）
蛋 白质 ｍ ａｒｋ ｅｒ 用

于鉴定 ＳＴ ＩＭ １ 的分子量 。 用 ６ 龄 ７２ ｈ 幼虫 中肠蛋 白 质检测 。
（
Ｂ

） 用抗棉铃虫 ＳＴ ＩＭ １ 的多克

隆抗体检测表皮 ， 中肠和脂肪体 中 的 ＳＴ ＩＭ １ 表达模式 。

ｐ
－

ａｃｔ ｉｎ 蛋 白质加样对照 。 ６ ｔｈ－

６
，６ ｔｈ－ ２ ４

，

６ ｔｈ－４ ８
，６ ｔｈ

－

７ ２
，６ ｔｈ

－

９ ６
，
和 ６ ｔ ｈ

－

１ ２ ０ 表示相应时间 的 ６ 龄幼虫 。 Ｐ Ｏｄ 到 Ｐ ８ ｄ 表示从刚化蛹

和化蛹 ８ 天 。 Ｆ ， 取食期 ；
Ｍ ， 蜕皮 ；

ＭＭ ， 变态时期蜕皮 ；
Ｐ ， 蛹 。

（
Ｃ

） 用 Ｑｕａｎ ｔ ｉｔｙＯｎｅ

软件根据三个独立的生物实验对 ｗ ｅｓ ｔ ｅ ｒｎ 印迹条带密度进行统计分析 。
（
Ｄ

） 使用来 自 表皮 ，

中肠 和脂肪体的蛋 白质提取物进行 Ｘ 磷酸酶处理 。 所有胶浓度为 ７ ． ５％ 。
ｐ

－

ａｃ ｔ ｉｎ 蛋 白质加样

对照 。

Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ３ ． ４ ．Ｗｅｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔａ ｎ ａ ｌｙｓ ｉｓｏ ｆｅ ｘ

ｐ
ｒｅ ｓｓ ｉ ｏ ｎｐｒｏ ｆｉ ｌ ｅｓａ ｎ ｄｐｈ ｏ ｓ ｐ

ｈ ｏ ｒ
ｙ

ｌ ａ ｔ ｉ ｏ ｎｏｆＳＴ ＩＭ ｌ ｉ ｎ

ｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅ ｎ ｔｔ ｉ ｓｓ ｕｅ ｓ ．

（
Ａ

）Ｐ ｒｏ ｔｅ ｉｎＬａｄｄｅｒ（
Ｔｈｅｒｍ ｏＦ ｉ ｓ ｈ ｅｒＳｃ ｉｅｎｔ ｉｆ ｉｃ

，Ｌ ｉ ｔｈ ｕａｎ ｉａ
）ｗ ａｓｕｓ ｅｄｔｏ ｉｄ ｅｎ ｔ ｉｆ

ｙ

ｔｈｅｍ ｏ ｌｅ ｃ ｕ ｌａｒｗ ｅ ｉｇｈｔｏ ｆＳＴ Ｉ Ｍ ｌ ．Ｔ ｈ ｅ
ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉｎ ｓｆｒｏｍｍ ｉｄ

ｇｕ ｔｏｆ ｓ ｉｘ ｔｈ ｉ ｎ ｓ ｔａ ｒ７ ２ｈ ｌａｒｖａｅ ．

（
Ｂ

）
ＳＴ ＩＭ ｌ

ｅｘ
ｐ

ｒ ｅ ｓ ｓ ｉｏｎｐｒｏｆｉ ｌｅｓ ｉｎ ｔ ｈｅｅｐ ｉｄ ｅ ｒｍ ｉ ｓ
，ｍ ｉｄ

ｇ
ｕ ｔａｎｄｆａｔｂｏｄｙ，ａｓｓ ｈ ｏｗ ｎｂｙｗ ｅｓ ｔ ｅ ｒｎｂ ｌｏ ｔｕ ｓ ｉｎｇａ

ｐ ｏ
ｌｙ ｃ ｌｏ ｎａ ｌａｎｔ ｉｂｏｄｙ

ａｇａ ｉｎｓ ｔＨ．ａｎｎ ｉｇｅｒａＳＴ ＩＭ ｌ ．

Ｐ
－

ａｃ ｔ ｉｎｗ ａｓｕｓ ｅｄａｓｔｈｅ
ｐ

ｒｏ ｔｅ ｉｎ
ｑ

ｕａｎ ｔ ｉ ｔｙ
ｃｏｎ ｔｒｏ ｌ ．

６ ｔ ｈ －

６ｈｔｏ６ ｔ ｈ
－

１ ２ ０ｈｒｅｐ
ｒ ｅｓ ｅｎ ｔｓ ｉｘｔｈ ｉｎ ｓ ｔａｒ ｌａｒｖ ａｅａｔ ｔｈｅｃ ｏ ｒ ｒｅｓ ｐ

ｏｎ ｄ ｉｎｇｈｏ ｕ ｒ ｓ ．Ｐ－

０ｄｔｏＰ
－ ８ｄ

ｉｎｄ ｉｃ ａｔ ｅ０
－

ｔｏ８
－ ｄ －

ｏ ｌｄ
ｐ ｕｐ

ａｅ ．５Ｆ
，ｆｉｆｔｈ ｉｎ ｓ ｔａ ｒｆｅｅｄ ｉｎ

ｇ
ｌ ａｒｖ ａｅ

；５Ｍ，ｆｉｆｔｈ ｉｎ ｓ ｔａ ｒｍ ｏ ｌ ｔ ｉｎｇ
ｌａｒｖａ ｅ

；Ｆ ？

ｆｅｅｄ ｉｎｇ ；Ｍ ，ｍ ｏ ｌ ｔ ｉ ｎｇ ；ＭＭ ，ｍ ｅｔａｍｏ ｒ
ｐ
ｈ ｉｃｍ ｏ ｌ ｔ ｉｎ ｇ ；Ｐ ，ｐｕｐａｅ ．

（
Ｃ

）
Ｓ ｔａｔ ｉ ｓ ｔ ｉｃ ａ ｌａｎａ ｌｙ ｓ ｅｓｏｆ  ｔｈｅｄ ｅｎｓ ｉｔｙ

ｏ ｆｗ ｅｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌｏ ｔｂａｎ ｄ ｓｂｙＱ ｕ ａｎｔ ｉｔｙＯｎｅｓ ｏｆｔｗ ａｒ ｅｂ ａｓ ｅｄｏｎ ｔｈ ｒ ｅ ｅ ｉｎ ｄｅ
ｐ
ｅｎｄｅｎ ｔｂ ｉｏ ｌｏｇ ｉｃ ａ ｌ

ｅｘｐｅ ｒ ｉｍ ｅｎ ｔ ｓ ．Ｔ ｈ ｅｂａ ｒｓ ｉｎｄ ｉｃ ａｔｅｔｈｅｍ ｅａｎ ｓ土ＳＤｏ ｆｔｈｒｅｅ ｉｎｄｅ
ｐ
ｅｎ ｄｅｎ ｔｅｘ

ｐ
ｅｒ ｉｍ ｅｎ ｔｓ ．（

Ｄ
）Ｔｈ ｅ九

ｐ
ｈｏｓ

ｐ
ｈａｔａｓ ｅｔ ｒｅａｔｍ ｅｎ ｔ ｗ ａｓｃ ｏｎｄ ｕｃ ｔ ｅｄｕｓ ｉｎｇｐ

ｒｏ ｔｅ ｉｎｅｘ ｔ ｒ ａ ｃ ｔｓｆｒｏｍ Ｅ
ｐ

ｉｄｅ ｒｍ ｉｓ ，ｍ ｉｄｇｕｔａｎｄＦ ａ ｔｂｏｄｙ ．

Ａｌ ｌＴｈｅ
ｇｅ ｌｓｃ ｏ ｎｃ ｅｎｔｒａｔ ｉｏｎ ｗ ａｓ７ ． ５％ ．

５ ９
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３ ． ４２ ０Ｅ 提高 ＳＴＩＭ １ 在中肠中的表达

为 了验证 ＳＴＩＭ １ 是否受 ２ ０Ｅ 调控 ， 我们在幼虫 中注射用不 同浓度的 ２ ０Ｅ ， 发现

在注射 ２０ ０ ｎｇ
／只 以及 ５ ００ｎｇ

／只后 ， 与对照组相 比 ＳＴＩＭ １ 的表达显著上调 （ 图 ３ ． ５Ａ

和 Ｃ ） 。 同 样在幼虫 中注射相 同浓度的 ２０Ｅ ， 在不同 时间后检测 ＳＴ ＩＭ １ 表达 ， 发现

在注射 １ ２ｈ 后 ＳＴＩＭ １ 的表达量显著上 调 （ 图 ３ ． ５Ｂ 和 Ｄ ） 。 这些结果表 明 ＳＴ ＩＭ １ 的

表达是依赖 ２０Ｅ 的浓度和时间梯度 。

Ａ
ＤＭ ＳＯ ２０Ｅ

ＳＴ Ｉ Ｍ １
 ｜

￣￣


￣￣

 ．

￣

Ｉ

卜 －
ｉ 

■

 

￣￣

６５ｋＤ ｓ

ｉ

＊

ｊ

 ｜… ：
，一 一 ．

． ．

 １ １？ ｗ ｊ 

４２ｋＤ ａ

０５ ０１ ００２０ ０５０ ０ （
ｎｇ ／ ｌ ａ ｒｖａ ）

Ｂ
ＤＭ ＳＯ ２０ Ｅ （

５０ ０ｎｇ ／ ｌ ａ ｒｖ ａ ）

ＳＴ Ｉ Ｍ １
卜

？ ＇ｗ＇嫩

ｊ

６ ５ｋＤ ａ

ｐ
￣３ ｃ ｔ ｉ ｎ

＊＊＊
＇
＇ ＊？ ＞一 － ，？？？—－ ？？ ？？？－－

４２ｋＤａ

１３６１ ２２４ １３６１ ２２４（
ｈ

）

Ｃ Ｄ
□ＤＭ ＳＯ□ＤＭ ＳＯ

￡ ２ ． ５
「０３２０Ｅｃ ２ ． ５

「
Ｅ３２ ０Ｅｔ

１
２ ． ０

－

＊ａ〇２ ． ０
－

 ＊ｐ
ｉ

ｃｋ
１ － ５

＇

 Ａ＾
１ － ５

－

ｉ

＾１ ． ０３４＞ １ ． ０
－

Ｈ
〇 ； 〇

ｌｕｌ ．
｜］］ｊｌＪｌｌ ｌｌｌ

．｜
Ｓ ｌｆＱ ｆＱ ＿

ｆｆｌｊｌ ｌＬ
０５ ０１ ００２ ００ ５ ０ ０ １３６１ ２２４ （

ｈ
）

（
ｎｇ ／ ｌ ａ ｒｖ ａ

）

图 ３ ． ５ ？ 中肠中 ２ ０Ｅ 上调表达 ＳＴ ＩＭ Ｉ 。
（
Ａ

）
注射不 同浓度的 ２ ０Ｅ 进入 ６ 龄 ６ 小时 的幼虫 。 小

时 。 ２４ｈ 后检测到 中肠 ＳＴ ＩＭ 】 的表达 。 注射等体积的稀释的 ＤＭ ＳＯ 作为对照 。
ｐ

－

ａｃ ｔ ｉｎ 蛋

白加样量对照 。
（
Ｂ

）
在不 同 的时间每只幼虫注射 ５ ０ ０ｎｇ ２０Ｅ 进入 ６ 龄 ６ 小时的幼虫 。 所有

的胶浓度为 ７ ． ５％ 。
（
Ｃ

） 和 （
Ｄ

）
用 Ｑ ｕａｎ ｔ ｉ ｔｙＯｎｅ 软件统计分析 Ａ 和 Ｂ 的蛋 白 质 印迹条带的

密度 。 误差用平均值 ±ＳＤ 表示。 根据三次生物学重复和三次技术重复通过 ／ 检验分析显著

性差异 （＞ ＜０ ． ０ ５
）

。

Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ３ ． ５ ．Ｔｈ ｅｅ ｘ ｐ ｒｅｓ ｓ ｉ ｏｎｏ ｆ ＳＴＩＭ Ｊｗａ ｓｕ ｐ

ｒｅ
ｇ
ｕ ｌ ａ ｔｅ ｄｂｙ

２ ０Ｅ ｉ ｎｍ ｉ ｄ
ｇ ｕ

ｔ ．

（
Ａ

）
２０Ｅ ｗ ａｓ ｉｎ

ｊ
ｅｃ ｔ ｅｄ

ｉ ｎ ｌ ａｒｖａｅｏ ｆ６ ｔｈ
－

６ｈｗ ｉ ｔｈｄ ｉ ｆｆｅ ｒ ｅｎ ｔｃ ｏｎｃ ｅ ｎ ｔ ｒ ａ ｔ ｉｏｎｆｏ ｒ２ ４ｈ ．Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏｔｄｅｔ ｅｃ ｔｅｄｔｈｅＳＴ ＩＭ ｌ

ｅｘ ｐｒｅｓ ｓ ｉｏ ｎ ｉ ｎｍ ｉｄｇｕｔ ．Ａｎｅ
ｑ
ｕａ ｌｖｏ ｌ ｕｍ ｅｏｆ ｄ ｉ ｌｕ ｔｅｄＤＭＳＯｗ ａｓ ｉｎ

ｊ
ｅｃ ｔｅｄａｓｔｈｅｃ ｏｎ ｔ ｒｏ ｌ ．

 （

３
－

ａｃ ｔ ｉｎｗ ａｓ

ｕ ｓ ｅｄａｓｔｈｅ
ｐ

ｒｏ ｔ ｅ ｉｎ
ｑ

ｕａｎ ｔ ｉｔｙｃ ｏ ｎ ｔ ｒｏ ｌ ．（
Ｂ

）Ｉ ｎ
ｊ
ｅｃ ｔｅｄ５ ０ ０ｎｇ

２０ Ｅ
ｐ

ｅ ｒ ｌａ ｒｖａ ｅｏｆ６ ｔｈ －

６ｈｆｏｒｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎ ｔ

ｔ ｉｍ ｅ ．Ｗｅｓ ｔ ｅ ｒｎｂ ｌｏ ｔｄ ｅ ｔ ｅｃ ｔ ｅｄｔｈｅＳＴＩＭ ｌｅｘｐｒ ｅ ｓｓ ｉｏｎ ｉｎｍ ｉｄ ｇｕ ｔ ．ＤＭＳＯａｎ ｄＰ
－

ａｃ ｔ ｉｎａ ｌ ｓ ｏｕ ｓ ｅｄａｓ

ｃ ｏｎ ｔ ｒｏ ｌ ．Ａ ｌ ｌｔｈｅｇ ｅ ｌ ｓｃ ｏ ｎ ｃ ｅｎ ｔｒａｔ ｉｏｎｗ ａｓ７ ． ５％．（
Ｃ

）ａｎｄ（Ｄ ）
Ｓ ｔａｔ ｉ ｓ ｔ ｉｃ ａ ｌａｎａ ｌｙ ｓ ｅ ｓｏ ｆ ｔｈ ｅｄｅｎｓ ｉ ｔｙｏ

ｆ

ｗ ｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌｏ ｔｂａｎ ｄ ｓｏ ｆＡａｎｄＢｂｙＱ ｕ ａｎ ｔ ｉ ｔｙ
Ｏｎ ｅｓ ｏｆｔｗ ａ ｒｅ．Ｔ ｈｅｂ ａ ｒｓ ｉｎｄ ｉｃ ａｔｅｔｈｅｍ ｅａｎ士Ｓ Ｄ ．

Ｓ ｉ

ｇ
ｎ ｉｆｉｃ ａｎ ｔｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎ ｃ ｅｓｗ ｅｒ ｅｃ ａ ｌｃ ｕ ｌａ ｔｅｄｕｓ ｉｎｇＳ ｔｕｄｅ ｎｔｓｔｔ ｅｓ ｔ（

＊

ｐ
＜０ ． ０ ５

）ａｃ ｃ ｏｒｄ ｉｎｇｔｏｔｈ ｒｅｅ

ｂ ｉｏ ｌｏｇ
ｉｃ ａ ｌｒ ｅ

ｐ
ｌｉｃ ａｔｅ ｓａｎｄ ｔｈ ｒｅｅｔｅｃ ｈｎ ｉｃ ａ ｌ ｒ ｅｐ ｌ ｉｃ ａｔ ｅｓ ．

６０
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３ ．５２０Ｅ 通过膜受体以及核受体共同调控 ＳＴＩＭ １ 的表达

在 以前的研究中发现在棉铃虫 中膜受体 ＥｒＧＰＣＲ－

１ 和 ＥｒＧＰＣＲ－２ 在 ２ ０Ｅ 信号途

径中起非常重要的作用 。 ＥｃＲＢ ｌ 和 Ｕ ＳＰ １ 的核转录复合体对 ２０Ｅ 调控下 的基因表达

同样非常重要 。 因此 ， 为了验证膜受体和核受体对 ２ ０Ｅ 调控下 ＳＴＩＭ １ 表达的影响 ，

我们分别在棉铃虫表皮细胞系上干扰掉 和 奶Ｐ ｉ ，

检测 ＳＴＩＭ １ 受 ２０Ｅ 的调控表达 。 结果表明 ， 干扰掉膜受体和核受体后 ，
２ ０Ｅ 促进

ＳＴＩＭ １ 的表达被抑制 （ 图 ３ ． ７Ａ －Ｄ ） 。

我们在棉铃虫基因组 中找 到 了ＳＴＩＭ １ 的 启 动子序列 ， 通过 ＪＡＳＰＡＲ 网 站

（ ｈｔｔｐ
： ／／

ｊ
ａ ｓ

ｐａ
ｒ ． ｇｅ ｎｅｒｅｇ ． ｎｅｔ／ ） 分析之后鉴定到

一

个类似的 ＥｃＲＥ 序列 （ 图 ３ ．６ ） 。 该序

列与 以前鉴定到 的 ＨＲ３ 启动子上的 ＥｃＲＥ 非常相似 （ 图 ３ ． ７Ｅ ） 。 ＣｈＩＰ 实验证明 该序

列能够与 ＥｃＲＢ ｌ 结合 （ 图 ３ ． ７Ｆ ） ， 说明 ２ ０Ｅ 通过 ＥｃＲＢ ｌ 直接促进 ＳＴＩＭ １ 的表达 。

－

１ ９９８ｇａ ｔ ｔａｃ ｃ ｃ ｔａｃａｇ ｔ ｇａａｔ ｇ ｔａ ｔ ｃｇ ｔ ｇａｃ ｔａｇｇａｃａｃ ｃａａｃ ｔａａｇｇａｔ ｇｇａａａｇ ｃ ｃ ｃ ｔ ｔ ｇ ｃ

￣

１ ９ ３８ａａｇａｇａｇａａａ ｔ ｃ ｔ ｃａｇｔ ｔ ｃｃａ ｔ ｇ ｔ ｔ ｃ ｃａｔａｇａａｔａａｃａｃ ｔ ａａｇａｃ ｃａａｃａ ｔ ｇ ｃ ｇｇａｔａｇｇ

－

１ ８７８ｔａｃ ｔ ｔａｇａ ｔ ｔ ｃａａａｇａｇ ｔａａｃ ｃ ｃａａｃｃａｃａ ｔ ｔ ｇｃａｇｔ ｃ ｔ ｇｃａｇａｔａｔ ｃ ｃ ｃａｇｇ ｃ ｔ ｔ ｃ ｔ ｇａ

－

１ ８ １ ８ａｔ ｃ ｔ ｇａａｃ ｔａｇａｃ ｔ ｇａｔ ｃｇａｔ ｔａａｔ ｔａｔ ｃｃａｔａａａ ｔａｔ ｔａｔ ｃａｇｔ ｔ ｔｇ ｔ ｇ ｃ ｃａ ｔａｃ ｔｇａａ

－

１ ７５８ｇｃｃ ｔ ｃａ ｔ ｃｃｇａｔ ｔｇａｔａａａ ｔ ｔ ｇｃａｇａｇａｇｇｃｇａａａｃ ｔｇａｔ ｔ ｔａ ｔａａｔ ｇａｃａｔａｃａｇ ｃｇｃ ｃ

－

１ ６９８ａｔ ｃ ｔ ａｃａａａｃａｃａｔａｇ ｔ ｃｇａａｃ ｔａｔ ｔａａｃ ｔ ｇｇ ｔａａｃａｔ ｇａｇｃ ｔ ｔａｃｇａａａｔｇ ｃ ｃａｔａｃｔ ａ

－

１ ６３８ｇａｔ ｇｇｃｇ ｔ ｔａｃ ｔａｇ ｔｇｃ ｃａａａａ ｔ ｃ ａｔａｔ ｃ ｔ ｔ ａａ ｔ ｔ ｇ ｔ ｔ ｇａｔ ｔ ｔ ｃ ｔ ｔ ｔｇｔ ｔａｔ ｃ ａｃａｔ ｔ ｔ ｔ

－

１ ５７８ｔａａｃ ｔａａａｔ ｃｃａｇｃ ｃ ｔａａａｃｃ ｔ ｔ ｔ ｔ ｔ ｔ ｇａｔ ｔ ｃａａａｔａｔ ｃ ｔａ ｔａｔａｔ ｔａｔａｔ ｔ ｃａｔｇｇｔｇｇ

－

１ ５ １ ８ｔ ｔａｇ ｔ ａｇａｃ ｃｇ ｔ ｃａ ｔａ ｔ ｇ ｔ ｃ ｔ ｇａ ｔ ｔ ｔｇａｇｃ ｔ ｔ ｇｃａｃ ｔ ａｔ ｔｇａｔａｇｇｔａｃ ｔ ｃ ａｔ ｔｇｃａｔ ａｔ

－

１ ４５８ｔ ｔ ｔ ｇｇ ｃａａｃ ｔ ｔａａ ｔ ａｇｇａｇａａｇａｃ ｔｇｔ ｔ ｔａｔ ｔｇａｔ ｔａｇｃ ｔ ａｇｔ ｇｇａｃｇｇｃｇｇ ｔａｔ ｇｇｃ ｔ ａ

－

１ ３９８ｇａ ｃ ｔａｔａｔ ｔ ｃａａｇ ｔ ｔａｔ ｔ ｃ ｔ ｇａｇｔ ｔａｔ ｔ ｔ ｃａｔｇａａａａｃ ａｔ ｇｇｇｇｇ ｔｃａｔ ｔａｇａｔａｃ ｔ ｇａｔ

－

１ ３３８ａ ｔ ｔ ｔ ｃ ｔａｇａａａａｔｇｇａａａａｔａｔ ｔ ｔｇｔａｇａｔａｇｃａａｔａ ｔ ｔ ｔａａａｇａｔａａｔ ｔａａｇａｇ ｔａａｔ ｔ

－

１ ２７８ｔ ｃａ ｔ ｇ ｔ ｇ ｃａａａｔａ ｔａａｔ ｃ ｔａａｇｔｇｔｇｔ ｃａｇａｃａｔ ｔ ｔ ｔｇｇｇ ｔ ｃａａａｔｇｃ ｃａａａ ｔ ｇ ｔａｔｇａａ

－

１ ２ １ ８ａ ｔｇｔ ｔａａｔ ｔａｔｇｃ ｔ ｇａｔａａｃ ｔａ ｔ ｔ ｔ ｔ ｔａａｃ ｔａｔ ｃａａｇｃａａｃ ｔ ｃ ａｔ ａｃａａａｔ ｔ ｇａ ｔ ａｇｇａａ

－

１ １ ５８ａｃａｃａａｔｇ ｔｇｔ ｃａｃ ｔａａａａｇ ｔａｇｇａａｃａａｃ ｃ ｔ ｔ ｔａ ｔ ｔ ｔ ｃａｔ ａｔａｃｃ ｔａｇ ｔｇ ｔ ｔ ｔ ｃｔ ｃａｇａ

－

１ ０９８ａｔ ｔａａｔａａｔａｇｇａｔ ｃａｔ ｔａａｔａａａｔ ｔｇａｇｔ ｔ ｔｇｇ ｔ ｃ ｔａｔ ａｃ ｔ ｇａｔ ｇａｔ ａｔ ｔ ｔ ｔ ｇｇａｔａｔ ｃ

－

１ ０ ３８ａｔａｔ ｔａｃ ｃａａｔｇｔｇ ｔｇｔｇ ｔ ａａａｔ ｇａａａｔ ｇｇｔｇａｃｃ ｔ ｔ ｇｇ ｔａｃ ｔｇｔａｔ ｔ ａａｃ ａｇｃａａｃａａｔ

－

９ ７８ｇ ｃ ｃａｇｃ ｔａｔｇ ｔｇｇｔａｇａｃａｔｇ ｔ ａａｃａｔ ｇｔ ｃａｔａａｔａａｃ ｃ ｃａｃ ｔ ｃ ｃａｃａｔｇｔ ｔ ｔａ ｔａｇ ｔ ａａ

－

９ １ ８ａｃａｇｃｔｇａｔａａｃａａａａｃａｔａｔ ｔｇｃ ｔ ｇ ｔ ｔ ｔ ｔ ｃ ｔａｃ ｃ ｔａｃａｔ ｔａｃａｔ ｔａｇａｔ ｔ ｔ ｃ ｔ ｃ ｃｇ ｔ ｔ ｔ

－

８ ５８ｔ ｔｔ ｔ ｔ ｔ ｔｇｃａｔ ｃａａａｔａｇ ｔｇａｃａｃｃａａｃ ｃａｔ ｃａｔ ｔ ｔａｔ ａｔ ｇａｔａｇ ｃ ｃａｔ ｃ ｔ ｃａｃａｃａｔ ｇａ

－

７９８ｃ ｇａａａｃｃｃａａｃａｔ ｃ ｔ ｔ ｇｔ ｔ ｇｔ ｇ ｃａａｔａｇａｇａｃａａｔ ｃ ｔ ｔ ａｃａｃａａａａａｔ ｔ ｇａｔ ｔ ｔ ｔａｃａａａ

—

７ ３８ｔ ｔ ｃｔ ｔ ｇ ｔ ｃａｔ ｇ ｔ ｃａｃａａｃａｃ ｔａｃ ｃａｃｇｃｃａａ ｔａｔ ｇｔａｃｇｇａａａｔａａａａ ｔａｔ ｔａａｇａａａａｔ

－

６７８ｔ ｔ ｔ ｃ ｔａａｔ ｔａｃ ｃａｔ ｃａｃａｃｔ ｇａｃ ａｃａａａｃａｃ ｃ ａｃ ｔ ｔ ｇ ｔ ｔ ｔ ｇｇａｇａａｔａａａａｔａｔ ｇａｔ ｃａｇ

－

６ １ ８ａｇａｔ ｃａｔａａａｔａｇａａｃａｔａａｔａｇｃｇｔａｇ ｔａａａｃａａｇｃ ｇ ｔａａｃａａａｇｇａａａａｔａｔ ｔ ａｇａｔａ

－

５ ５８ｃｔ ｃａｃｇ ｔ ｔｃｔ ｇｔｇａｔ ｔ ｃｃ ｔ ｃ ｃ ｔ ｃ ｃａａａａｃａｇｃ ｃａｔｇｇｃｔ ｔ ｃａａａａｔ ｃｇａｔｇｔ ｔ ｃａｔａｔ ｔ ｔ

－

４９８ｇｃｇａａｔ ｔ ｃ ｔａｇｃａｃａｔａａｃ ｔ ｃａａｔ ｔａａａａｃａｃｇａｇｔａｃａａ ｔａｔｔａｔ ｇｃ ｔａｔ ｇａｃｇａｔａｔ ｇ

６ １




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

－

４ ３ ８ｔ ｇａａａ ｔａａｃａａ ｃａａｇ ｇａａａ ｔ ｔ ａｇ ａ ｔａａｔ ｔ ｔ ｇ ｔ ａ ｔ ｃ ａａａａｇ ｔ ｔ ｇｃ ｔ ｃ ｔ ｔ ｃａａｇｇ ｔａｔ ｔ ｇ ｔ ｔ

－

３ ７ ８ｔ ａｃａａａｃ ｔ ｇｇｃ ａａｇ ｇ ｔ ｃａｔ ｔ ｔ ｇａ ｃａｔａｔ ｔ ｔ ｔ ｇｇ ｔａａａ ｔ ａａｔａ ｔ ｇｇｇ ｔ ｇ ｃ ｇ ｔ ｔ ｃａｔ ｔ ｔ ｔ ｔ ｇ

－

３ １ ８ｔ ｇ ｔ ｇｇａｃ ｔ ａｇ ｔ ｇ ｃ ａａａａｇ ｔ ｃ ａｔ ｔ ｇａｃａａｔ ａｇ ｔ ａｇａａ ｔａａ ｔ ｃ ｇａｃ ｔａａｃ ａｇ ｔ ｔ ｔ ｇａｃ ａｔ ａａ

－

２ ５ ８ａｃａａａ ｔ ａｇ ｔ ｔ ｔ ｃ ｃ ｔ ｇ ｃａａａ ｔ ｇ ｔ ｔ ｇｃ ｃａｃａｃａｔ ｃａａａａａｃａｔ ａｔ ｇ ｔ ｃａａａｇ ｔ ｔ ｔ ｔ ｔ ｃ ｇａｃ ｃ

－

１ ９８ｔ ｃｇ ｃ ｔａｇ ｔ ｔ ｔ ｔ ｔ ｃ ｔ ｔ ｔ ｃ ｔ ｇ ｔ ｇａ ｔ ａａａａａａａ ｔ ｃｇ ｔａｇｃ ｔ ｔ ａｇｃ ｔ ｔ ｔ ｔａ ｔ ｇ ｔ ｔ ｔ ｔ ｔ ｔ ｔ ｃａ ｔ ｔ

－

１ ３ ８ｇａａｃ ｔ ｔ ｇ ｔ ｇａ ｔ ｇ ｔ ｇｇ ｃ ｃ ｔ ｔ ａ ｔ ａａａｃ ｔａ ｔａａａｃ ｃａｔ ｔ ｔ ｔ ｇ ｔ ｃ ｔ ｇｃａｔａ ｔ ｔ ａｔ ｔ ｔ ｔ ａｇａａｔ ｇ

－

７ ８ｔ ｇ ｔ ａｔａｇａｇ ｔ ｇ ｃｇｇ ｔ ｇｔａａｃ ｔ ｇａａｇ ｔ ｇｇ ｔ ｔ ｔ ｔ ｇ ｔａ ｔ ｔ ｔ ｔ ｔａｔｇ ｔ ｇｃｇｇ ｔ ｔａａ ｔ ｇｃａｔ ｔ ａｇ

－

１ ８ｔ Ｒ ｔ ｃａ ｔ ｔ Ｒ ｔ Ｒａ Ｒａ ｔ ｃ ａｃ ＲＡＴＧＣＧＴＡＴＣＧＧＴＴＴＣ

－

ｌＭＲＩＧＦ

图 ３ ．６ ． Ｓ７７Ｍ７ 启动子序列 。 阴影部分为预测到的 Ｅｃ ＲＥ
（ ｇｃ ｇｇ

ｔ ｔａａ ｔ
ｇｃ

ａ ｔｔａ
）
序列 。 粗体

部分为 Ｓ７７Ｍ／ 的起始密码子 ， 大写部分为部分 Ｓ ７７Ｍ／ 编码 区 。
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ｑ５ ０＊

Ｇｅｎ ｅＥ ｃ Ｒ Ｅｓｅ ｑ ｕｅ ｎ ｃｅ （
５

’

－

３
’

＞＜４ ０
－Ｔ

Ｈ Ｒ３ｇ ｇ ｇ ｇ ｔｃ ａ ａ ｔｇ ａ ａｃ ｔｇ＾
３ ０

ＳＴ Ｉ Ｍ １ｇ
ｃ
ｇ ｇ ｔ ｔ ａ ａ ｔｇ

ｃ ａ ｔ ｔ ａ￡ ２ ０
－

＿

５

１

［户 圓 ｆ

王葡

ａ ｎ ｔ ｉ

－ Ｒ Ｆ Ｐ Ｉ ｇＧａ ｎ ｔ ｉ

－ＲＦＰ

＾Ｐ ｒ ｉｍｅ ｒ Ｅｃ ＲＥＰ ｒ ｉ ｍ ｅ ｒ ＳＴ Ｉ Ｍ １

图３ ． ７．２ ０Ｅ通过ＥｒＧ ＰＣＲ－

１ ，ＥｒＧ ＰＣＲ －

２和ＥｃＲＢ ｌ
，ＵＳ Ｐ １促进ＳＴＩ Ｍ １表达 。 细胞中干

扰 ￡＞６＾ （：７？
－

７
（
八

）
， ￡＞０尸 （：尺 －２

（
８

）
， 及；灿 ７

（
（：

）
和 ０５／

？

７
（
１）

） 的表达 ， ２ （＾
（
２ 心４

） 处理 １ ２ １ １ １

检测 Ｓｒ／Ｍ 的表达 。 通过公式 ２
￣ ＡＡＣｒ计算 ｍＲＮＡ 相对表达水平 。 根据三次独立重复实验计

６２
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

算误差 。
（
Ｅ

）棉铃虫 ＨＲ３ 和 ＳＴ ＩＭ １ 启动子上预测 了的 ＥｃＲＥ 序列 ＪＦ
） 通过 Ｃｈ ＩＰ 检测 ＥｃＲＢ ｌ

与 ＥｃＲＥ 结合以增加 ＳＴ１Ｍ １ 转录 。 ＥｃＲＢ ｌ
－ＲＦＰ －Ｈｉｓ 在 ＨａＥｐ ｉ 细胞中过表达 ７２ 小时 。 用 ２０Ｅ

（ ２ｕＭ ） 或等量的 ＤＭＳＯ 处理细胞 １ ２ 小时 。 用 ＲＦＰ 抗体沉淀 ＤＮＡ 片段用 ｑＲＴ
－ＰＣＲ 定量

分析 。 ｌｇＧ ， 非特异性小 鼠 ｌｇＧ 。 Ｐｒ ｉｍｅｒＥｃＲＥ ， 靶序列为 ＥｃＲＥ 。 Ｐｒ ｉｍｅｒＳＴ ＩＭ １ ， 靶序列位

于 ＳＴＩＭ １ＯＲＦ 中 。误差用平均值 士ＳＤ 表示 。根据三次生物学重复和三次技术重复通过 ｒ 检

验分析显著性差异 （， ＜０ ． ０５
）

。

Ｆｉｇｕ ｒｅ３．６ ．２０Ｅ
ｐｒｏｍｏｔｅ ｓＳＨＭ１ｅｘｐｒｅ ｓｓ ｉｏｎｔｈ ｒｏｕｇｈＧＰＣＲｓａｎｄＥｃＲＢ ｌ

，ＵＳＰ１ ．ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ

ＥｒＧＰＣＲ －

１
（
Ａ

） ，
ＥｒＧＰＣＲ－２

（
Ｂ％

ＥｃＲＢ ｌ
（
Ｃ

）ａｎｄＵＳＰ １
（
Ｄ

）
ｂｙ

ＲＮＡｉ ｉｎＨａＥｐ ｉｃｅ ｌ ｌｓａｎｄｄｅｔｅｃ ｔｅｄ
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 ＼

ｉＭ
）ｆｃｒ１ ２ｈ ．Ｔｈｅｒｅ ｌａｔ ｉｖｅ
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２
￣ ＡＡＣＴ

．Ｔｈｅｂａｒｓ ｉｎｄｉｃ ａｔｅｔｈｅｍｅａｎｓ 土ＳＤｏｆ ｔｈｒｅｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

ｅｘｐｅｒ ｉｍｅｎｔｓ ．

（
Ｅ
）
ＥｃＲＥｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗ ｅｒｅ

ｐｒｅｄ ｉｃ ｔｅｄ ｉｎ ＨＲ３ａｎｄＳＴＩＭ １
ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ ｉｎＫ ａｒｍ ｉｇｅｒａ ．

（
Ｆ

）

Ｄｅｔｅｃ ｔｉｏｎｏｆＥｃＲＢ ｌｂ ｉｎｄ ｉｎｇ
ｔｏＥｃＲＥｔｏ ｉｎｃｒｅａｓｅＳＴＩＭ １ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｖ ｉａＣｈＩＰ．ＥｃＲＢｌ

－ＲＦＰ －Ｈｉｓ

ｗ ａｓｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓ ｓｅｄ ｉｎＨａＥｐ ｉ ｃ ｅ ｌ ｌｓｆｏｒ７２ｈ ．Ｔｈｅ ｃ ｅ ｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｂｙ
２０Ｅ

（
２
 ＼

ｉＭ
）
ｏｒｅｑｕａｌ ＤＭＳＯ

ｆｏｒ１ ２ｈ ．ＣｈＩＰａｓｓａｙｓ ｗｅｒｅ
ｑｕａｎｔ ｉｆｉｅｄｂｙｑＲＴ

－ＰＣＲ ｗ ｉｔｈｔｈｅＤＮＡ ｔｅｍｐ
ｌａｔｅ ｉｎｔｈｅ

ｐｒｅｃ ｉｐ ｉｔａｔｅｓｂｙ

ａｎｔ ｉｂｏｄｙａｇａ
ｉｎｓｔＲＦＰ．Ｉｎｐｕｔ

，ｓ ａｍｐ ｌｅｂｅｆｏｒｅ ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃ ｉｐ ｉｔａｔ ｉｏｎ．Ｅｎｒ ｉｃｈｍｅｎｔｒｅｌａｔ ｉｖｅｔｏ ｉｎｐｕｔ
＝

（
ｓ ａｍｐ ｌｅ

ｐｒｅｃ＾ ｉｔａｔｅｄｂｙ
ａｎｔ ｉｂｏｄｙ

－

ｓａｍｐｌｅｗ ｉｔｈｏｕｔａｎｔ ｉｂｏｄｙ ）
／ ｉｎｐｕ

ｔｘ％ ． ＩｇＱｎｏｎｓｐｅｃ
ｉｆｉｃｍｏｕｓｅ

Ｐｒ ｉｍｅｒＥｃＲＥ
，ｐｒ

ｉｍｅｒｓｔａｒｇｅｔｅｄｔｏＥｃＲＥ ．Ｐｒ ｉｍｅｒＳＴ ＩＭ １
，ｐｒ ｉｍｅｒｓｔａｒｇｅｔｅｄｔｏＳＴ１Ｍ １ＯＲＦ ．

Ｓ ｔａｔ ｉｓｔ ｉｃａｌ ａｎａｆｙｓ ｅｓｗｅｒｅ
ｐｅｒｆｏｒｍｅｄｕｓ ｉｎｇ

Ｓｔｕｄｅｎｔ＾ｔ ｔｅｓｔ
（

＊

ｐ

＜
０ ． ０５

） ， 
ａｎｄ ｔｈｅｖａｌｕｅｓａｒｅｔｈｅｍｅａｎ

士ＳＤ ．Ｔｈｒｅｅｂ ｉｏｌｏｇ ｉｃａｌｒｅｐ
ｌ ｉｃａｔｅｓａｎｄｔｈｒｅｅｔｅｃｈｎｉｃａｌｒｅｐ

ｌｉｃａｔｅｓｗ ｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｆｏｒａｌｌ

ｅｘ
ｐｅ

ｒ ｉｍｅｎｔｓ ．

３ ．６ＳＴＩＭ ｌ 干扰后抑制了变态的发生和 ２０Ｅ 诱导的基因表达

在证明 了ＳＴＩＭ １ 在变态时期幼虫组织中表达之后 ， 我们需要探宄 ＳＴＩＭ １ 在幼

虫到蛹的转变过程中的功能 。 在虫体上干扰掉 ＳＴＩＭ １ 后 （ 图 ３ ． ８Ｃ ） ， 与对照组相 比

并没有导致死亡仅出现化蛹的延迟 （ 图 ３ ． ８Ａ ） 。 延迟时间在 ３ ５ｈ 左右 （ 图 ３ ． ８Ｂ ） 。

在对照组中 ， 第二次注射 ＆ （？／子 ９６ １１ 后 的幼虫 中肠己经发生降解变红 ， 并且幼虫中

肠和成虫 中肠已经分离 ， 而 由 处理后 的幼虫并没有 出现红色且幼虫中肠也没

有明显的和成虫 中肠分离 （ 图 ３ ． ８Ｄ 和 Ｅ ） 。 ｑＲＴ
－ＰＣＲ 分析结果显示干扰 ＳＴＩＭ １ 后棉

铃虫中肠 中 ２ ０Ｅ 信号途径的下游基因及凋亡相关基因 的表达被抑制 （ 图 ３ ． ８Ｆ ） 。 在

表皮细胞系中我们得到 了相似的结果 （ 图 ３ ．８Ｇ ） 。 这些结果证明 ＳＴＩＭ １ 在棉铃虫变

态时期参与幼虫中肠的凋亡。
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ｊ
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
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￣

ａ－Ｚ
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＇
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－


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髮
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ｐ
－
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０ ． Ｓ ｃｍ譽０． ５ ｃｍ＾旁 多
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ｐ
ｈｏ ｌｏｇｙ 

ｏ ｆ ｍ ｉｄｇｕｔ
 （
ａｆｔｅｒ ９６ ｈ

）Ｅ


ＨＥ ｓ ｔａ ｉｎ ｉ ｎｇ  （
ａ ｆｔｅ ｒ ９６ ｈ

）



ｄｓＧＦＰｄｓＳＴＩＭＩ ｄｓＧＦＰ ｄｓＳ ＴＩＭＩ

ｌｍ

［ｒ／聲必’
＿

＿Ｃ ，

Ｆ Ｉ ｎ ｌａ ｒｖａｅＧ＊＊
＊

 Ｉｎ Ｈ ａＥ ｐ ｉ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ

４５

『 ｎｉ
１

？

１ ５
ｒ□ 

ｄｓＧＦＰｉｍ ａｓＳＴｌＭ Ｉ

Ｂ ３ 〇ｎ［３ ＤＭＳＯ

＞
＊＊＊ＪＬ

＊
＊＊＊＊＊？１Ｅ＝ｌ２０ Ｅ

｜
ｉ 〇

ｆｆ
ｒ

ｉｆｆｓ

￣

ｔａＩ

！ ＩＩ ｆｌｆｉ
ｎ
４

ｎ ｎ
． ．

ｎ ｎ ｎ ｎ

／ｖｙ

图 ３ ． ７． 虫体干扰沿７Ｍ７ 的表达延迟幼虫向蛹的转变和抑制 了应答 ２ ０Ｅ基因 以及凋亡相关基

因 的表达 。
（
Ａ

） 注射 和 后幼虫形态变化 。 标尺 ＝

０ ． ５ ｃｍ ．

（
Ｂ

） 注射 ＜＊５Ｔ／Ｍ７

和 治ＧＦＰ 后 ， 统计每组幼虫化蛹时间 ＝

一

组包含 ３０ 只幼虫 ， 重复三次 。 误差用平均值 士ＳＤ

表示 。 根据三次生物学重复和三次技术重复通过 ／ 检验分析显著性差异（Ｖ ＜０ ． ０５
）

。
（
Ｃ

） 免

疫印迹显示 了ＳＴＩＭ １ 敲低的效率 。 中肠的蛋 白质是从 Ｂ 图 中 的幼虫中提取的 。 胶浓度为

７ ． ５％ 。 ｐ
－

ａｃ ｔ ｉｎ 作为加样对照。 用 Ｑｕａｎｔ ｉｔｙ
ｏｎｅ 进行统计分析条带密度 。 误差用平均值 ＋ ＳＤ

表示 。 根据三次生物学重复和三次技术重复通过 ／ 检验分析显著性差异（巧 ＜０ ． ０５
）

。
（
Ｄ

） 第

二次注射 ９６ ｈ 后 中肠表形 。 ＭＧ ： 中肠 。
（
Ｅ

） 第二次注射 办ＧＦＰ 或 也Ｓ７７Ｍ／ ９ ６ 小时后 中肠

横切面的 ＨＥ 染色 。 标尺 ＝

５０
ｕｒｎ（

Ｆ
）
ＳＴ ＩＭ １ 敲低后幼虫中肠 ２０Ｅ 诱导基因 的 ｍＲＮＡ 相对

表达水平 。用第二次注射后 ９６ 小时的幼虫中肠分离总 ｍＲＮＡ 用于 ｑＲＴ
－ＰＣＲ 分析 。

（
Ｇ

）
ＨａＥｐ ｉ

细胞中 ２０Ｅ 诱导的基因 的 ｍＲＮＡ 相对表达水平 。 细胞用 办Ｓ７７Ｍ／ 或 冶ＧＦＰ 转染 ２４ 小时 ，

随后用 ２０Ｅ（ ２ｎＭ ） 处理 １２ 小时 。 等量的 ＤＭＳＯ 和 ＲＰＬ２ ７ 基因作为阴性对照 。 误差用平

均值 ±ＳＤ 表示 。 根据三次生物学重复和三次技术重复通过 ？ 检验分析显著性差异 （Ｖ
＜

０ ． ０５
）

。 Ｆ ｉ

ｇｕ ｒｅ３ ． ７ ．ＳＴ１Ｍ１ｋｎｏｄｉ ｄｏｗｎｄｅ ｌａｙｅ ｄ ｌａ ｒｖａ ｌ
－

ｐｕ ｐａ
ｌｔ ｒａｎ ｓ ｉ ｔ ｉｏｎａ ｎ ｄｄｅ ｃｒｅ ａｓｅｄ２０Ｅ

ｒｅ ｓ ｐｏｎ ｓｅｇｅｎ ｅｅ ｘｐｒｅ ｓｓ ｉ ｏｎ ．（
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＝
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Ｂ
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ｇ
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ｇｎ
ｉｆｉｃ ａｎｔｄ ｉｆｆｅｒｅｎｃ ｅｓａｓｄ ｅｔ ｅｒｍ ｉｎ ｅｄｂｙ

Ｓ ｔｕｄｅｎｔｓｔｔｅｓ ｔ
（

＊

ｐ
＜０ ． ０５

）
．

（
Ｃ

）
Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏ ｔｒｅｖｅａｌｅｄｔｈｅｅｆｆｉｃ ｉｅｎｃｙｏｆＳＴ ＩＭ ｌｋｎｏｃ ｋｄｏｗｎ ．Ｐ ｒｏｔｅ ｉｎｏｆｍ ｉｄｇｕｔｗ ａｓｅｘ ｔｒａｃ ｔｅｄ

ｆｒｏｍＢ ．Ｔｈｅ
ｇｅ ｌｃ ｏｎｃ ｅｎｔｒａｔ ｉｏｎｗ ａｓ７ ． ５％．

Ｐ
－

ａｃ ｔ ｉｎｗ ａｓｕｓ ｅｄａｓｔｈｅ ｃ ｏｎｔ ｒｏ ｌ ．Ｓ ｔａｔ ｉｓ ｔ ｉｃ ａｌａｎａ ｌｙ ｓ ｉｓｗ ａｓ

６４
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＝

３
）

．Ｔｈ ｅｓ ｉ

ｇ
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．

３ ．７ ＳＴＩＭ １ 在中肠和细胞中 的定位

为 了鉴定 ＳＴ ＩＭ １ 在幼虫组织中 的功能 ， 我们检查了ＳＴ ＩＭ １ 在中肠中 的表达和

定位 。 使用抗 ＳＴ ＩＭ ］ 的 多克隆抗体进行免疫组织化学 。 我们发现 ＳＴＩＭ １ 在 ６ 龄 ２４ｈ

幼虫中肠 中表达量低 ， 在 ６ ｈ 龄 ４ ８ｈ 之后 的 中肠中表达量增加 。 另外 ， ＳＴＩＭ １ 主要

定位于 ６ 龄 ９ ６ｈ 的幼虫中肠 ， 成虫中肠则很少 （ 图 ３ ． ９ ） 。 结果进
一

步表明 ＳＴ１Ｍ １

参与变态期幼虫中肠的凋亡 。

ＨＥＳＴ ＩＭ １ＤＡＰ ＩＭｅ ｒｇｅ

＝

｜

：

齡

？２４ ｈＭｉｌ

图 ３ ． ９ ．ＳＴＩＭ１ 位于变态期的幼虫 中肠 。 ＨＥ 染色显示 中肠结构 。 免疫组织化学用 于鉴定

ＳＴ ＩＭ １ 的定位 。 ＩＭ ， 成虫中肠 ；
ＬＭ ， 幼虫中肠 。 绿色荧光指示 ＳＴ ＩＭ １ 。 蓝色荧光用 ＤＡＰ Ｉ

指示核 。 使用前血清作为对照抗体 。

６ ５
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Ｆ ｉ

ｇｕ ｒｅ３ ． ９ ．ＳＴ１Ｍ１ ｌｏｃａ ｔｅ ｄ ｉ ｎ ｌａ ｒｖａ ｌｍ ｉｄ
ｇ ｕ ｔｄｕ ｒ ｉｎ ｇｍｅ ｔａｍ ｏ ｒｐｈ ｏｓ ｉｓ ．Ｈｅｍ ａｔｏｘｙ ｌ ｉｎａｎｄｅｏ ｓ ｉｎ

（
ＨＥ

）ｓ ｔａ ｉｎ ｉｎｇｓ ｈｏｗ ｉｎ
ｇｔｈ ｅｔ ｉｓ ｓ ｕｅｈ ｉｓ ｔｏ ｌｏｇｙｏｆｔｈｅｍ ｉｄｇｕｔ ．Ｉｍｍ ｕｎｏｈ ｉｓ ｔｏｃ ｈｅｍ ｉｓ ｔｒｙ

ｗ ａｓｕｓ ｅｄｔｏ

ｉｄｅｎ ｔ ｉｆ
ｙ ｔｈｅ ｌｏ ｃ ａ ｌ ｉｚａｔ ｉｏｎｏｆＳＴ ＩＭ １ ． ＩＭ

， ｉｍａｇ
ｉｎａ ｌｍ ｉｄ

ｇｕ ｔ
；ＬＭ ， ｌａｒｖａ ｌｍ ｉｄｇ

ｕｔ ．Ｔｈｅｇｒｅ ｅｎ

ｆｌｕｏｒｅｓ ｃ ｅｎ ｃ ｅ ｉｎｄ ｉｃ ｔｅｄＳＴ ＩＭ １ ．Ｔｈ ｅｂ ｌｕｅｆ ｌｕｏ ｒｅ ｓ ｃ ｅｎ ｃ ｅ ｉｎｄ ｉｃ ｔｅ ｄｔｈｅｎ ｕｃ ｌｅ ｉｗ ｉｔｈＤＡＰ Ｉ ．Ｐ ｒｅ
－

ｓ ｅｒｕｍ

ｗ ａｓｕ ｓ ｅｄａｓａ ｃ ｏｎ ｔ ｒｏ ｌａｎｔ ｉｂｏｄｙ ．

为进
一

步验证 ２ ０Ｅ 对 ＳＴ ＩＭ ｌ 的调控 ， 我们在 Ｈ ａ Ｅｐ ｉ 细胞中检测 了２０Ｅ 调节下

ＳＴ ＩＭ １ 的亚细胞定位 。 结果显示 ２０Ｅ 促进 ＳＴ ＩＭ １
－ＧＦＰ 聚集 ， 与 ＳＥＲＣＡ（肌浆 内 质

网 Ｃａ
２＋

－ＡＴＰ 酶 ） 抑制剂毒胡萝 卜素 （ ｔｈａｐｓ ｉｇａｒ ｇ ｉｎ ） 具有相似的功能 （ 图 ３ ． １ ０Ａ ） 。 在

２０Ｅ 诱导 的钙池排空后 ＳＴ ＩＭ卜ＧＦＰ 在 ＥＲ －ＰＭ 连接处形成聚集体 。 在 ＤＰＢ Ｓ 中添加

钙离子后 ， ＳＴ ＩＭ １
－ＧＦＰ 的聚集消失 。 然而 ， 由于 ｔｈａｐｓ ｉｇａ ｒ

ｇ
ｉｎ 的不可逆抑制 ， 使 ＥＲ

中不能回 收妈离子 ， ＳＴＩＭ １
－ＧＦＰ 仍然保持聚集 （ 图 ３ ． １ ０Ｂ ） 。 我们通过 Ｗｅ ｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔ

检测 了ＨａＥ ｐ ｉ 细胞中 ＳＴＩＭ １
－ＧＦＰ 的表达 （ 图 ３ ． １ ０Ｃ ） 。 这些数据表明 ２０Ｅ 在耗尽 内

钙储存后诱导 ＳＴ ＩＭ Ｉ 聚集并迁移至 ＥＲ －ＰＭ 连接处 。

Ａ Ｒ
Ｇ Ｆ Ｐ Ｓ ＴＩＭ １ ＧＦ ＰＭｅ ｒ

ｇ ｅ Ｇ Ｆ ＰＷＧＡＭｅ ｒ
ｇ
ｅ

嶋

Ｂｌ
ＤＭＳ０

ＢｉＯｎＢ

■■■ ■■■
ｍｍｍ

－ｍｕｍ
— ｓｎＭ ｉ

－ｅＦＰ
９ ５

 １ ００  ｋ Ｄａ

图 ３ ． １ ０ ．２〇Ｅ 诱导 ｓｎ Ｍ ｌ 聚集和移位 。
（
Ａ

）ＳＴ ＩＭ １
－Ｇ ＦＰ 在 ＨａＥ

ｐ
ｉ 细胞中 的定位 。 将

ＳＴ ＩＭ ｌ
－ＧＦＰ －Ｈｉｓ 和 ＧＦＰ －Ｈ ｉｓ 在 ＨａＥｐ ｉ 细胞中转染 ４ ８ｈ ， 然后用 ＤＰ ＢＳ 洗涤 ， 随后用含 ２０Ｅ

（ ２
ｎＭ ） 或毒胡萝 卜素 （ １ｎＭ ） 无 Ｃａ

２

的 ＤＰＢＳ 处理 １ ０ｍ ｉｎ 。 蓝色荧光指示用 ＤＡＰ Ｉ 染色

的细胞核 。 标尺为 ２０
ｎｍ＊

（
Ｂ

）
２０Ｅ 在 ＨａＥｐ ｉ 细胞中诱导 ＳＴ ＩＭ １

－ＧＦＰ 的移位 。 将 １

－

６ 和 １ ０ －

１ ２

与 图 Ａ 处理相 同 。 另外 ， 在 ７ － ９ 和 １ ３
－

１ ５ 中 ， 在用 ２０Ｅ 和毒胡萝 卜素处理后 ， 在含有 ｌ ｍＭ Ｃａ
２ ＋

的 ＤＰ ＢＳ 中孵育细胞 １ ０ｍ ｉ ｎ 。 红色荧光指示用 Ａ ｌｅｘａＦ ｌｕｏ ｒ５ ９４
－标记的小麦胚芽凝集素

（ ＷＧＡ ） 染色的质膜 。 标尺为 ２０ 叫 。 在 Ａ 和 Ｂ 中 ， 毒胡萝 卜素被用作阳性对照 。
（
Ｃ

） 蛋

白质 ｍ ａｒｋｅｒ 用于鉴定 ＳＴ ＩＭ １
－ＧＦＰ 的分子量 。 凝胶浓度为 ７ ． ５ ％ 。

Ｆ ｉ

ｇｕ ｒｅ３ ． １ ０ ．２ ０Ｅ ｉｎ ｄｕ ｃｅ ｄＳ ＴＩＭ ｌａｇｇ
ｒｅ

ｇａ ｔ ｉｏｎａ ｎ ｄｔ ｒａｎ ｓ ｌｏ ｃａ ｔｉ ｏｎ ．（
Ａ

）Ｔｈｅ ｌｏｃ ａｔ ｉｏｎｏｆ

６ ６
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ＳＴ ＩＭ １
－Ｇ ＦＰ ｉｎＨａＥｐ ｉ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ．ＳＴ ＩＭ ｌ

－ＧＦＰ － Ｈ ｉｓａｎｄＧＦＰ －Ｈ ｉｓｗ ｅ ｒｅｔｒａｎｓ ｆｅｃ ｔｅｄ ｉｎＨａＥ
ｐ

ｉ ｃ ｅ ｌ ｌｓｆｏ ｒ４ ８

ｈａｎｄｔｈｅｎ ｗ ａｓ ｈｅｄｗ ｉｔｈＤＰＢＳ
，ｓ ｕｂｓ ｅｑ

ｕｅｎｔ ｌｙｔｒ ｅａｔｅ ｄｗ ｉｔｈ２０Ｅ
（
２
 （

ｊ ，Ｍ
）ｏｒ ｔｈａｐ ｓ ｉｇａｒｇ

ｉｎ
（

１ｐ
，Ｍ

）
ｆｏ ｒ

１ ０ｍ ｉｎ ｉｎＤ Ｐ ＢＳｗ ｉｔｈｆｒｅｅＣａ
２＋

．Ｔｈｅｂ ｌｕｅｆ ｌｕｏｒ ｅｓｃ ｅｎ ｃ ｅ ｉｎｄ ｉｃ ａｔｅｄｔｈｅｎ ｕｃ ｌｅ ｉｓ ｔａ ｉｎｅｄｗ ｉｔｈＤＡＰ Ｉ ．

Ｔｈｅｂａ ｒｓｄｅｎｏ ｔｅ２ ０
 ｜

ｉｍ ．

（
Ｂ

）
２０Ｅ ｉｎｄｕｃ ｅｄｔ ｒａｎ ｓ ｌｏｃ ａｔ ｉｏｎｏｆ ＳＴ ＩＭ １

－ＧＦ Ｐ ｉｎＨａＥ
ｐ

ｉｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ．Ｐ ａｎｅ ｌｓ １
－ ６

ａｎｄ １ ０
－

１ ２ｗ ｅ ｒｅ ｔｒ ｅａｔ ｅｄａｓＡ ．Ｉ ｎａｄｄ ｉｔ ｉｏ ｎ
， ｉｎ

ｐ
ａｎｅ ｌｓ７

－

９ａｎｄ １ ３
－

１ ５
，ｃ ｅ ｌ ｌ ｉｎｃ ｕｂａｔｅｄｉｎＤＰＢＳｗ ｉｔｈ １

ｍＭＣａ
２ ＋

ｆｏ ｒ１ ０ｍ ｉｎａ ｆｔｅ ｒｔ ｒｅａｔｅｄｗ ｉｔｈ２０Ｅａｎｄｔｈａ
ｐ
ｓ ｉｇａｒｇ ｉｎ ．Ｔｈｅｒｅｄｆｌｕｏ ｒｅｓｃ ｅｎ ｃ ｅ ｉｎｄ ｉｃ ａｔ ｅｄｔｈｅ

ｐ
ｌａｓｍ ａｍ ｅｍ ｂ ｒａｎｅｓ ｔａ ｉｎｅｄｗ ｉ ｔｈＡ ｌｅｘａＦ ｌｕｏｒ５ ９ ４

－

ｃ ｏｎ
ｊ
ｕｇａ ｔ ｅｄｗ ｈ ｅａｔ

ｇｅ ｒｍａｇｇ ｌｕ ｔ ｉｎ ｉｎ
（
ＷＧ Ａ

）
．Ｔｈｅ

ｙｅ
ｌ ｌｏｗｂａｒｓｄ ｅｎｏ ｔｅ２０

 ｜

ｉｍ ．Ｉ ｎＡａｎｄＢ
，ｔｈａｐ ｓ ｉｇａｒｇ

ｉｎｗ ａｓｕｓ ｅｄａｓａｎａｃ ｔ ｉｖｅｃ ｏｎ ｔｒｏ ｌ ．（Ｑ
Ｐ ｒｏ ｔｅ ｉｎ

Ｌａｄ ｄ ｅ ｒｗ ａｓｕｓ ｅｄｔｏ ｉｄ ｅｎ ｔ ｉ ｆ
ｙｔｈｅｍ ｏ ｌｅｃ ｕ ｌａｒｗ ｅ ｉｇｈ ｔｏ ｆＳＴ ＩＭ １

－ＧＦＰ ．Ｔｈｅｇｅ ｌｃ ｏｎｃ ｅｎｔｒａｔ ｉｏｎｗ ａｓ

７ ． ５％ ．

ＳＴ ＩＭ ｌ 作为
一

种 Ｃａ
２＋感受器 ， 它的活化与胞 内 Ｃａ

２＋浓度变化息息相关 。 为 了探

宄 ＳＴ ［Ｍ １ 在变态时期促凋亡的作用机制 ， 我们检测 了２０Ｅ 诱导下细胞内 Ｃａ
２＋

水平变

化 。 结果证明 ， ２ ０Ｅ 可 以促进胞 内 Ｃａ
２＋

的释放进而 引 起 ＳＯ ＣＥ 的发生 （ 图 ３ ． １ １Ａ ） 。

干扰掉 ＳＴ ＩＭ １ 的表达后 （ 图 ３ ． １ １ Ｃ ） ， 对胞 内 Ｃａ
２＋

的释放没有 明 显影响 ， 但是抑 制 了

外钙的 内流 （ 图 ３ ． ＵＢ ） 。 结果说明 ２０Ｅ 通过 ＳＴＩＭ １ 诱导 ＳＯＣＥ 的发生 。

Ａ

２ ０ Ｅ （
２ ｍＭ ）

｜ ；
Ｉ

ｒ

ｎＭ Ｃ ａ
ｆ ：

ｃ
—

ＤＭ ＳＯ

０
／

＊
％ ． ｜－＊－

２ ０ Ｅ

ｇ

￣

 ｉ ． 〇 ？＜４＊＊
＊
—

．２ 丨
丨 ｊ

ｒａ〇 ｇ
ｆｃ ｉ ｉ ｉ ｉ ｉ ｉ ｉ

０１

 ０６ ０１ ２０ １ ８ ０ ２４ ０ ３００ ３６０ ４２０ ｓ

Ｂ ２ ０ Ｅ （ ２ ｕＭ ）

ｊ ：
１ｍＭ〇ａ

２

：

ｃ—

ｄｓＧＦＰ＋２ ０ Ｅ

〇
＾

－＊－ ｄｓ ＳＴ７Ｍ １ ＋２ ０ Ｅ

Ｏ Ｉ ｉ

ＴＯＱ ５
？ ？ ？ ？ ？ ？ ？

Ｌ＿

ｃ
０６０ １ ２ ０  １ ８０ ２４０ ３ ０ ０ ３６０ ４２ ０ ｓ

０ｗ

〇

｜１ ． ５ｒ
＊＊

＿
１ ． ０

－

Ｉ

。 ． ５
－

圖
〇 ． 〇

Ｌ＿ｓｆｌ＝＝—

１／／

图 １ １ １ ？ 在 ＨａＥ
ｐ

ｉ 细胞中干扰 的表达后抑制了ＳＯＣ Ｅ 。
（
Ａ

）
２ ０Ｅ 增加胞衆 Ｃａ￣

ＪＵ

用 ２
ｐＭ ２０Ｅ 处理 ２ｍ ｉｎ 后 ， 向细胞 中加入 １ｍＭ 氯化钙 。 持续检测荧光信号 。 Ｆ ：Ｃａ

２ ＋

指

６ ７
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示剂的荧光指示细胞中 的游离钙 。 Ｆ０ ： 静息状态下的细胞荧光强度 。
（
Ｂ

） 用 办ＳＴ／Ｍｉ 或 治ＧＦＰ

（ 阴性对照 ） 转染细胞 ４ ８ 小时后检测细胞质 Ｃａ
２ ＋水平 。

（
Ｃ

） ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 检测细胞中 ＳｍＴ／ 的

表达 。在用 ｄ＾７７Ｍｉ 或 冶Ｇｉ子 转染细胞 ４８ 小时后分离总 ｍＲＮＡ 。 误差用平均值 土ＳＤ 表示 。

根据三次生物学重复和三次技术重复通过 ／ 检验分析显著性差异 （

＊

化 ＜
０ ． ０ １

）
。

Ｆｉ

ｇｕ ｒｅ３ ． １ １ ．Ｋｎ ｏｃｋｄｏｗｎｏｆＳＵＭ１ｉｎ ｈ ｉｂｉｔｓＳＯＣＥｉｎＨａＥｐｉｃｅ ｌ ｌｓ ．

（
Ａ

）
２０ ｉｎｃ ｒｅａｓ ｅｄｃｙｔｏｓｏ ｌｉｃ

Ｃａ
２ ＋

 ｌｅｖ ｅ ｌｓ ．１ｍＭｃａｌｃ ｉｕｍｃｈ ｌｏｒ ｉｄｅｗ ａｓａｄｄｅｄｔｏｔｈｅｃ ｅ ｌ ｌｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍ ｅｎｔｗ ｉｔｈ２
 ＼

ｉＭ２０Ｅ ｆｏｒ２

ｍ ｉｎ ．Ｆ ： ｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃ ｅｎｃ ｅｏｆＡＭ ｅｓ ｔｅｒＣａｌｃ ｉｕｍＣｒ ｉｍｓ ｏｎ
？

ｄｙｅ ｉｎｄ ｉｃｔｅｄｔｈｅｆｒｅｅ ｃａ ｌｃ ｉｕｍ ｉｎｃ ｅｌｌｓ ．Ｆ０ ：

Ｔｈｅｆ ｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃ ｅｏｆｃ ｅ ｌｌｓｕｎｄｅｒｒｅｓ ｔ ｉｎｇ ．（
Ｂ
）
Ｔｈｅｃｙｔｏｓ ｏ ｌ ｉｃＣａ

２＋
 ｌｅｖｅ ｌｓｗ ｅｒｅｄｅｔｅｃ ｔｅｄａｆｔｅｒｃ ｅ ｌｌｓ

ｗｅｒｅ Ｉｒａｎｓ ｆｅｃ ｔｅｄｗ ｉｔｈｄｓＳＴＩＭｌｏ ｒｄｓＧＦＰ
（
ｎｅｇａｔ ｉｖｅｃｏｎ ｔｒｏ ｌ

）
ｆｏｒ ４８ｈ ．

（
Ｃ

）ｑ
ＲＴ－ＰＣＲｄｅｔｅｃ ｔｅｄｔｈｅ

ｅｘ
ｐｒｅｓ ｓ ｉｏｎｏｆＳＴ ｉＭ ｌ ｉｎｃ ｅ ｌｌｓ ．ｍＲＮＡ ｗ ａｓ ｉｓｏ ｌａｔｅｄａｆｔｅｒｃ ｅ ｌ ｌｓｗ ｅｒｅ ｔｒａｎ ｓｆｅｃ ｔｅｄｗ ｉｔｈｄｓＳＴＩＭｌｏｒ

ｒｆｓＧＦＰｆｏｒ４ ８ ｌｉＴｈｅｂａｒｓ ｉｎｄ ｉｃ ａｔｅｔｈｅｍｅａｎｓ土ＳＤｏｆｔｈｒｅｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｂ ｉｏ ｌｏｇ ｉｃ ａｌｅｘｐｅｒ ｉｍ ｅｎｔｓ ．

Ｔｈｅ ｓ ｉｇｎｉｆｉｃ ａｎｔｄ ｉｆｆｅｒｅｎｃ ｅ ｓａｓｄｅｔｅｒｍ ｉｎｅｄｂｙ
Ｓ ｔｕｄｅｎｆ ｓｔ ｔｅｓ ｔ

（

＊

ｐ
＜

０ ． ０５
）

．

３ ．８２ ０Ｅ 促使 ＳＴＩＭ ｌ 磷酸化

在前面的实验中 ， 我们发现 ＳＴＩＭ １ 以磷酸化 的形式存在于棉铃虫组织中 。 因此

我们检测 ２ ０Ｅ 对 ＳＴＩＭ １ 磷酸化影响来研宄 ＳＴＩＭ １ 对 ＳＯＣＥ 的作用机制 。 结果表明 ，

在 ２ ０Ｅ 调控下 ＳＴ ＩＭ １
－ＧＯ？ 的分子量变大 。 当加入外钙后 ， 上面 的 ＳＴＩＭ １

－ＧＦＰ 条带

减弱 。 １ 磷酸酶处理后上面的条带消失 ， 证 明 ２ ０Ｅ 诱导 ＳＴＩＭ １
－ＧＦＰ 发生磷酸化 （ 图

３ ． １ ２Ａ ） 。 ＳＴＩＭ １ 的 ｆ雜酸化｜皮 ＧＰＣＲ 抑制剂 ｓｕｒａｍ ｉｎ
，
Ｐ １Ｘ 抑制剂 １Ｘ７ ３ １２２

，
ＩＰ ３Ｒ 的抑制

剂 Ｘｅｃ 以及 ＰＫＣ 的抑制剂 ｃ ｈｅ ｌｅｒｙ ｔｈｒ ｉｎｅｃｈ ｌｏｒ ｉｄｅ
（
ＣＣ

）抑制 （ 图 ３ ． １ ２Ｂ ） 。 之后进
一

步

检测 了 己经鉴定到 的 ＥｒＧＰＣＲ －

１ 和 Ｅ ｒＧＰＣＲ－２ 是否参与诱导 ＳＴＩＭ １ 的磷酸化 ， 我们

通过 ＲＮＡ ｉ 分别抑制两种 ＧＰＣＲ 的表达 ， 发现 ２ ０Ｅ 诱导 ＳＴＩＭ １ 的磷酸化也被抑制 。

这些结果表 明 ２０Ｅ 通过 ＥｒＧＰＣＲｓ
，
ＰＬＣ

，
ＩＰ ３Ｒ 和 ＰＫＣ 途径调控 ＳＴＩＭ １ 的磷酸化 。

６ ８
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Ａ ｂ
妄

〇 ． ６
「

ａ

＿

０ ． ４
－

靈

ａ｜
〇 ； 〇

ｌ ｌ１１ｉｉ１

ＧＦ Ｐ ．Ｈ ｉ ｓ ＳＴ １Ｍ １
－Ｇ ＦＰ －Ｈ ｉ ｓ

ＤＭＳＯ＋ ＋－＊＋

２ Ｑｇ
－＋＋－＋＋－＋ ４

＊

ＡＰ Ｐａｓ ｅ
—

ｊ

， ｐ
ＳＴ 丨 Ｍ ｌ 

＾Ｇ ＦＰ －Ｈ ｉ ｓ

Ａｎ ｔ ｉ

－Ｇ Ｆ Ｐ ３５ ｋＤａ ａ？、 ＳＴ ＩＭ １
－Ｇ Ｆ Ｐ －Ｈ ｉ ｓ

Ｌ…   Ｌ １ ０ ０ｋ Ｄａ

Ａ ｎ ｔ ｉ

－

ｐ
－

ａ ｃ ｔ ｉ ｎ … ＿ ■ ？
■ ？
——

＊一
＂

４ ２ｋ Ｄ ａ—一￣＾＊

—－ ￣—一
＂

４２ ｋＤ ａ

Ｂ Ｃ^

ｇ
０ ． ８

「

ａ２ 〇 ． ６

「

＊

Ｕ
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图 ３ ． １ ２ ．２０Ｅ 诱导 ＳＴＩ ＩＶＵ 的磷酸化 。
（
Ａ

） 免疫印迹分析 ＨａＥｐ ｉ 细胞中 ＳＴ ＩＭ １ 的磷酸化 。

ＳＴ ＩＭ ｌ
－ＧＦＰ－Ｈ ｉｓ 和 ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 在 ＨａＥ

ｐ
ｉ 细胞中过表达 ４ ８ 小时 。 用含 ２ ０Ｅ（ ２

ｐ
ＪＶＩ ） 或等体积的

ＤＭ ＳＯ 的无 Ｃａ
２ ＋

ＤＰＢＳ 中处理 １ ０ 分钟 ， 另
一

组在之后用含有 Ｉ ｍＭＣａ
２ ＋

的 ＤＰＢＳ 孵育育 １ ０

分钟 。 部分蛋 白 质用 Ｉ磷酸酶处理 。 基于三个独立的生物学实验获得 ｗ ｅｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏ ｔ 条带用

Ｑ ｕａｎ ｔ ｉ ｔｙ
Ｏｎｅ 软件进行密度统计分析 。 误差用平均值 土 ＳＤ 表示 。 用 ＡＮＯＶＡ 进行分析统计 。

（
Ｂ

）２０Ｅ 诱导 ＳＴ ＩＭ １ 的磷酸化受到
一

些抑制剂的抑制 。 苏拉明 （ ５ ０ｐＭ ） ：ＧＰＣＲ 抑制剂 。

Ｕ７ ３ １ ２２（ １ ０
｜

ｉＭ ） ：ＰＬＣ抑制剂 。 Ｘｅｓ ｔｏ ｓ ｐｏ ｎｇ
ｉｎ（ ＸｅＣ ）（ ３ ｐＭ ） ：ＩＰ ３Ｒ抑制剂 。 Ｃｈｅ ｌｅ ｒｙ ｔｈ ｒ ｉ ｎｅ

ｃ ｈ ｌｏ ｒ ｉｄ ｅ（ ＣＣ ）（ ５
丨
ｉＭ ） ：Ｐ ＫＣ抑制剂 。 Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏｔ和统计分析如 图Ａ ．（ＱＥｒＧ ＰＣＲ－

１和

ＥｒＧ ＰＣＲ－ ２ 对 ＳＴ 丨Ｍ ｌ 磷酸化的影响 。 在 Ｈａ Ｅ
ｐ

ｉ 细胞中 同时转染 ＳＴ 丨Ｍ ｌ

－ＧＦ Ｐ －Ｈ ｉｓ 质粒和

（ 也 尸 或 也Ｓ７７Ｍ／ ） ，
４ ８ｈ 后用含 ２

ｎＭ２ ０Ｅ 的无 Ｃａ
２ ＋

ＤＰＢＳ 处理细胞 １ ５ｍ ｉｎ 。 所有胶浓

度为 ７ ． ５％ 。 误差用平均值 ±ＳＤ 表示。 根据三次生物学重复和三次技术重复通过 ＡＮ Ｏ ＶＡ

分析显著性差异 。

Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ３ ． １ ２ ．ＳＴＩ Ｍ １ｐｈ ｏ ｓ ｐ

ｈ ｏ ｒ
ｙ

ｌ ａ ｔ ｉｏ ｎｗａ ｓ ｉ ｎ ｄｕ ｃ ｅ ｄｂｙ２ ０ Ｅ．（
Ａ

）Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏ ｔａｎａ ｌ

ｙ ｓ ｉｓ

ｐ
ｈ ｏ ｓ ｐ

ｈｏ ｒｙ
ｌａｔ ｉｏｎｏ ｆＳＴ ＪＭ １ ｉｎＨａＥｐ ｉｃ ｅ ｌ ｌｓ ．ＳＴ ＩＭ ｌ

－ＧＦ Ｐ －Ｈ ｉｓａｎｄＧＦＰ －Ｈ ｉｓｗ ｅ ｒｅｏｖ ｅ ｒ ｅｘｐ ｒｅ ｓｓ ｅｄ ｉｎ

Ｈａ Ｅ
ｐ

ｉｃ ｅ ｌ ｌｓｆｏ ｒ４ ８ｈｏｕ ｒｓ ．Ｔｈｅｃ ｅ ｌ ｌｓｗ ｅ ｒｅ ｔ ｒ ｅａｔｅｄｗ ｉｔｈ２０Ｅ（
２
 ｊ

ｉＭ
）ｏｒａｎｅ

ｑ
ｕａ ｌｖｏ ｌｕｍ ｅｏ ｆｔｈｅ

ＤＭ ＳＯｃｏｎ ｔ ｒｏ ｌｆｏ ｒ １ ０ｍ ｉｎ ｉｎｆｒｅｅＣａ
２ ＋

Ｄ Ｐ ＢＳ
，ｏ ｒａｆｔ ｅｒｔｈｅｎｗ ｅ ｒｅ ｉｎ ｃ ｕｂａ ｔ ｅｄＣａ

２ ＋
－

ｃ ｏ ｎ ｔａ ｉｎ ｉｎｇ
ＤＰ ＢＳ

（
１ｍＭ

）
ｆｏｒ１ ０ｍ ｉｎ ．Ｐ ａｒｔｏ ｆ ｔｈｅ

ｐｒｏ ｔｅ ｉｎｗ ａｓ ｔ ｒｅａｔ ｅｄｗ ｉｔｈ入 －

ｐ
ｈｏｓ

ｐ
ｈａ ｔａｓ ｅ ．Ｄｅｎｓ ｉｔｙ

ｓ ｔ ａｔ ｉ ｓ ｔ ｉｃ ａ ｌ ａｎａ ｌ
ｙ ｓ ｅ ｓ

ｏｆｗ ｅ ｓ ｔ ｅｒｎｂ ｌｏ ｔｂ ａｎｄ ｓｗ ｅ ｒｅａｃ ｑｕ ｉｒｅｄｂｙＱｕａｎ ｔ ｉｔｙＯｎｅｓ ｏｆｔｗ ａｒｅｂ ａ ｓ ｅｄｏｎｔｈｒｅｅ ｉｎｄ ｅ
ｐ
ｅｎｄｅｎ ｔ

ｂ ｉｏ ｌｏｇ
ｉｃ ａ ｌｅｘｐ ｅｒ ｉｍ ｅｎ ｔ ｓ ． ｌｕｅ ｓａｒｅｍ ｅａｎ士ＳＤｆｒｏｍｔｈ ｒｅｅ ｉｎｄ ｅ

ｐ
ｅｎｄ ｅｎ ｔｅｘ

ｐ
ｅｒ ｉｍ ｅｎｔ ｓ ．Ｓ ｔａｔ ｉ ｓ ｔ ｉｃ

ａｎａ ｌｙ ｚｅｄｂｙ
ＡＮＯＶＡ ．（

Ｂ
）２ ０Ｅ ｉｎｄ ｕｃ ｅｄｔｈ ｅ

ｐ
ｈｏｓ ｐ

ｈｏｒｙ ｌａｔ ｉｏｎｏｆＳＴ ＩＭ ｌｗ ａｓｓ ｕｐｐ ｒｅｓｓ ｅｄｂｙｓ ｏｍ ｅ

６９
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ｉｎｈ ｉｂ ｉｔｏｒｓ ．Ｓｕｒａｍ ｉｎ（
５０

 ［
ｘＭ

）
：ＧＰＣＲ ｉｎｈ ｉｂ ｉｔｏｒ ．Ｕ７３ １ ２２（

１ ０
｝

ａＭ
）

：ＰＬＣ ｉｎｈ ｉｂ ｉｔｏｒ ．Ｘｅｓ ｔｏｓｐｏｎｇ ｉｎ

（
ＸｅＣ

）（
３
 ｊ

ｉＭ
）

：ＩＰ３Ｒ ｉｎｈ ｉｂ ｉｔｏｒ ．Ｃｈｅ ｌｅｒｙｔｈｒ ｉｎｅＣｈ ｌｏｒ ｉｄｅ
（
ＣＣ

）（
５
 ＼

ｘＭ
）

：ＰＫＣ ｉｎｈ ｉｂ ｉｔｏｒ ．Ｗｅｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏｔ

ａｎｄｓ ｔａｔ ｉｓ ｔｉｃａｌａｎａｌｙｓ ｅｓａｓａｂｏｖｅＡ ．（
Ｃ

）Ｅｆｆｅｃ ｔｏｆＥｒＧＰＣＲ－

１ａｎｄＥｒＧＰＣＲ－２ｏｎｔｈｅ

ｐ
ｈｏｓｐｈｏ

ｒｙ ｌａｔ ｉｏｎｏｆＳＴ ＩＭ １ ．ＴｈｅＳＴ ＩＭ ｌ
－ＧＦＰ －ＨＳｓ

ｐ ｌａｓｍ ｉｄａｎｄｄｓＲＮＡ｛ｄｓＧＦＰｏｒｄｓＳＴＩＭＩ
）
ｗ ｅｒｅ

ｔｒａｎｓ ｆｅｃ ｔｅｄｓ ｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｌｙ
ｉｎＨａＥｐ ｉＧ ｅ ｌ ｌｓ ．Ａｆｔｅｒ４８ｈ

，
ｔｈｅ ｃ ｅ ｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗ ｉｔｈ２

 ｜

ｊ ，Ｍ ２０Ｅ ｉｎｆｒｅｅ

Ｃａ
２ ＋

ＤＰＢＳｆｏｒ１ ５ｍ ｉｎ ．

＇

Ｖ＆Ｊｕｅｓａｒｅｍ ｅａｎ士ＳＤｆｒｃｍｔｈｒｅｅ ｉｎｄｅｐｅ
ｎｄｅｎｔｅｘ

ｐ
ｅｒ ｉｍ ｅｎｔ ｓ ．Ｓｔａｔ ｉｓｔ ｉｃ

ａｎａ ｌｙｚｅｄｂｙ ＡＮＯ
１

＾． ．Ａｌｌｔｈｅ
ｇｅ ｌｓｃｏｎｃ ｅｎ ｔｒａｔ ｉｏｎ ｗ ｅｒｅ ７ ． ５％ ．

３ ． ９ＳＴＩＭ ｌ 的磷酸化位点及效应

我们鉴定 了ＳＴＩＭ １ 的磷酸化位点来确认 ＳＴ ＩＭ １ 磷酸化的功能 。 用三种磷酸化

抗体来检测表皮和 中肠 中 ＳＴ ［Ｍ １ 磷酸化位点 的类型 。 我们发现 ＳＴ１Ｍ １ 的磷酸化发

生在 ｓｅ ｒ ｉｎｅ 残基上 （ 图 ３ ． １ ３Ａ ） 。 因为 ＳＴＩＭ １ 的磷酸化受 ＰＫＣ 调控 ， 所 以我们通过

Ｎｅ ｔＰｈｏｓ（
ｗｗｗ． ｃｂｓ ． ｄｔ ｕ ． ｄｋ／ｓｅｒｖ ｉｃ ｅ ｓ／ＮｅｔＰｈｏｓ／

）预测到 了三个ＰＫＣ类型的丝氨酸憐酸化

位点 ， Ｓ ｅ ｒ３ ６０ ，ｓｅｒ３ ９ ５ 和 ｓｅ ｒ４８ ５ 。 我们用 丙氨酸代替 ＳＴＩＭ １ 中 的这些位点 （ Ｓ ３ ６ ０Ａ
，

Ｓ３ ９ ５Ａ 和 Ｓ４ ８ ５Ａ ） 然后在表皮细胞 系 中过表达突变后的 ＳＴＩＭ １ 。 用 ２０Ｅ 和 ＤＭＳＯ

处理后 ，我们检测 了野生型和突变型 ＳＴＩＭ １ 的磷酸化水平 ６ 结果表 明 ２ ０Ｅ 处理后 ，

Ｓ３ ６ ９Ａ 和 Ｓ ３ ９５Ａ 两个突变与野生型
一

样磷酸基水平增加 ， 而 Ｓ４ ８ ５Ａ 突变和对照组
一

样没有増加 （ 图 ３ ． １ ３Ｂ ） 。 数据表明 ２０Ｅ 诱导 的 ＳＴ１Ｍ １ 磷酸化发生在 Ｓｅ ｒ４８ ５ 位 。 用

Ｗｅ ｓ ｔｅｍ ｂ ｌｏｔ 进
一

步验证了ＳＴＩＭ １ 的磷酸化位点 。 野生型 ＳＴＩＭ １
－ＧＦＰ 在 ２ ０Ｅ 诱导下

出现高分子量的条带 ， 而突变体 ＳＴＩＭ １
－Ｓ ４ ８ ５Ａ－ＧＦＰ 没有变化 （ 图 ３ ． １ ３Ｃ ） 。 进

一

步

确认 ＳＴＩＭ Ｉ 在 Ｓ４８５ 发生磷酸化 。

为 了 进
一

步探究 ＳＴＩＭ １ 的磷酸化在 ２ ０￡ 信号途径 中 的功能 ， 我们过表达 了

ＳＴＩＭ １
－ＧＦＰ 和 ＳＴＩＭ １

－

Ｓ４ ８ ５Ａ －ＧＦＰ ， 并分析 了在 ２０Ｅ 诱导下 ＳＴＩＭ １ 的聚集变化 以及

胞 内 Ｃａ
２＋

水平变化 。 结果显示 ， ２０Ｅ 处理后野生型 ＳＴ ＩＭ １
－ＧＦＰ 发生聚集 ， 但是突变

型 ＳＴＩＭ １
－

Ｓ ４８ ５Ａ －ＧＦＰ 仍处于弥散状态 （ ３ ． １ ３Ｄ ） 。 同样的 ， 在过表达 ＳＴ ＩＭ １
－ＧＦＰ 后 ，

与对照组 ＧＦＰ 相 比 ，
２０Ｅ 引 起的 Ｃａ

２＋

内流 明显增加 ， 而 突变体 ＳＴＩＭ １
－

Ｓ４ ８ ５Ａ－ＧＦＰ

则没有 Ｃａ
２＋

内流増加 （ 图 ３ ． １ ３Ｅ ） 。 这些数据表明 ２０Ｅ 诱导 的 ＳＴＩＭ １ 的磷酸化能够

引起 ＳＴＩＭ １ 的聚集进而促使 Ｃ ａ
２＋

内流 。

７ ０
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Ａ ＩＰ ： ａ ｎ ｔ ｉ

－ＳＴ ＩＭ １Ｂｗ ．Ｅ Ｃ

￣＾
｜

ｋＤａ｜１ ．

１ ． ５

ｐ

＊

 （

ｔ ２０Ｅ
 （
２

ｍＭ ）

Ａｎ ｔｉ

－

ＰＳ—
— ［

６５１
〇

１ ． 〇
－＊ ＊ ＊Ａｎ ｔ ｉ

－６Ｆｐ
｜

？ １ ００ｋＤａ

Ａ ｎｔ ｉ

－

ｐＴｈ ｒ ６５Ｅ〇０ ． ５ 
－—－

，鬥鬥ｐ
－ａｃｔ ｉｎ ４２ｋＤａ

Ａ ｎ ｔ ｉ

－

ｐＴｙ ｒ ６５象Ｅ
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图 ３ ． １３．ＳＴＩＭｌ 磷酸化位点的鉴定及其功能 。
（
Ａ

）ＳＨＭ１ 在组织中 的磷酸化位点类型 。 用

ＳＴ ＩＭ １ 多克隆抗体从 ６ 龄 ７２ ｈ 幼虫表皮和 中肠脂肪体 中纯化 ＳＴＩＭ １ 。 Ａｎｔ ｉ
－

ｐ
Ｓ ｅｒ ： 鼠源的抗

磷酸化的丝氨酸单抗 。 Ａｎ ｔ ｉ

－

ｐＴｈｒ ： 兔源抗磷酸化的苏氨酸多抗 。 Ａｎ ｔ ｉ
－

ｐ
Ｔｙｒ 鼠源的抗憐酸化

的酪氨酸单抗 。

（
Ｂ

）ＳＴ ＩＭ ｌ
－ＧＦＰ－Ｈｉｓ 及其突变体的磷酸化水平检测 。 ＳＴＩＭ ｌ

－ＧＦＰ －Ｈｉ ｓ 和三

个单个位点突变体在 ＨａＥ
ｐ

ｉ 细胞中过表达 ４ ８ 小时 。 在无 Ｃａ
２ ＋

ＤＰＢＳ 中用 ２０Ｅ（ ２ｎＭ ） 处

理 １ ５ｍ ｉｎ 后 ， 通过 ＳＴ ＩＭ １ 抗体纯化过表达蛋 白质 。 误差用平均值 ± ５０ 表示 。 根据三次生

物学重复和三次技术重复通过 ？ 检验分析显著性差异 （＾
＜０ ． ０ ５ＵＣ

） 在 ＳＴ ＩＭ ｌ
－ＧＦＰ －Ｈｉｓ 和

ＳＴ ＩＭ １
－

Ｓ ４８ ５Ａ －ＧＦＰ －Ｈｉｓ 过表达后 ， 用 ２０Ｅ（ ２
｜

ａＭ ） 处理细胞 。 使用 ｐＡｃ ｔ ｉｎ 作为上样对照 。

（
Ｅ

） 在细胞中过表达 ＳＴＩＭ ｌ
－ＧＦＰ －Ｈｉｓ 和 ＳＴＳＭ １

－Ｓ４８ ５Ａ－ＧＦＰ －Ｈ ｉｓ 后 ， 检测 ２０Ｅ 对其亚细胞定

位的影响 。绿色表示 ＧＦＰ 荧光 ， 蓝色代表细胞核 。标尺是 ２０
ｎｍ －

（
Ｄ

）
ＧＦＰ －Ｈｉｓ 、 ＳＴ ＩＭ ｌ

－ＧＦＰ －Ｈｉｓ

和 Ｓ ４ ８ ５Ａ －ＧＦＰ －Ｈ ｉｓ 突变体在细胞中过表达后检测胞质 Ｃａ
２
ｉ

水平 。 在相应的时间将 ２
ｎＭ２ ０Ｅ

或等量的 ＤＭＳＯ 和 １ｍＭ Ｃａ
２
＋

加入到细胞中 。 Ａ－Ｄ 经过三次生物学重复和三次技术重复 。
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

４ 讨论

Ｃａ
２＋

作为细胞内 的第二信使在人类 以及其他物种 中参与
一

系列细胞活动 ， 包括

神经兴奋性传递 ， 细胞增殖 ， 细胞分化 ， 细胞迁移 以及细胞凋亡 （
Ｃ ｌａｐｈａｍ ， 

２００ ７
）

。

在鳞翅 目 昆虫棉铃虫中 ， ２０Ｅ 通过细胞膜上 的 ＥｒＧＰＣＲｓ（
Ｃａ ｉｅｔａＬ

，
２０ １４ａ

；Ｗａｎｇ
ｅｔ

ａｌ
，２ ０ １ ５

）快速上调胞内 Ｃａ
２＋浓度的升高 。 细胞膜上的 Ｏｒａ ｉ ｌ 被证明参与 ２０Ｅ 诱导的

胞外 Ｃａ
２＋

内流过程 （
Ｌ ｉｅｔａＵ２０ １ ７

）
。 初步研究证明 ＳＴＩＭ １ 也参与 ２ ０Ｅ 诱导的胞外

Ｃａ
２＋

内流 （
Ｗａｎｇ ｅｔ ａ ｌ．

，
２０ １ ６ｂ

）
。 以往对 ＳＴＩＭ １ 的研究大多 聚集在哺乳动物中 ， 但是

在昆虫中 ＳＴＩＭ １ 与膜上的 Ｃａ
２＋通道相互作用 的机制尚不清楚 ， 以及 ＳＴＩＭ １ 在 昆虫

中肠调亡 中的功能也不清楚 。 在本文中我们证明 了２ ０Ｅ 通过 ＥｒＧＰＣＲ 介导的非基因

组途径诱导 ＳＴＩＭ １ 发生磷酸化 ， 进而促使 ＳＴＩＭ １ 发生聚集 ， 开放钙通道从而 引 发

ＳＯＣＥ 。 Ｃａ
２＋信号通过调控 ＥｃＲＢ ｌ ／ＵＳＰ ｌ 形成并结合在 ＥｃＲＥ 上启动 ２０Ｅ 途径基因 的

表达 ， 促进细胞凋亡 。

４ ． １２０Ｅ 通过膜受体 （ＥｒＧＰＣＲ－１ 和 ＥｒＧＰＣＲ－２ ） 和核转录复合体 （ ＥｃＲＢ ｌ ／ＵＳＰｌ ）

上调 ＳＴＩＭ １ 的表达

ＳＴＩＭ １ 广泛分布在人体各类细胞中和各种癌细胞 中 （
Ｍａｎ

ｊ
ｉ ｅｔａ Ｌ

，
２ ０００

）
。 果蝇的

ｄＳＴＩＭ 在胚胎期和幼虫各组织中均有表达 ， 参与调控成虫盘的生长和形态变化 （
Ｅ ｉｄ

ｅｔ ａＬ
，
２００８

）
。 我们发现在棉铃虫变态发育时期 ， 表皮 ， 中肠 ， 脂肪体中 的 ＳＴ ＩＭ １ 均

上调表达 ， 其表达量 的变化趋势 与鳞翅 目 昆虫体 内 ２ ０Ｅ 的滴度变化是
一

致的

（
Ｒ ｉｄｄ ｉｆｏｒｄ ｅｔ ａ Ｌ

，
２００３

）
。 ＳＴＩＭ １ 在幼虫组织中 以磷酸化的形式存在 ， 很可能是在 ２ ０Ｅ

诱导下表达后立即被磷酸化 ， 参与 ２ ０Ｅ 信号转导途径 。 ２０Ｅ 通过基因组途径和非基

因组途径调控基因表达 ， 研究发现 ２０Ｅ 的非基因组途径调控基因组途径 （
Ｊ ｉｎｇ ｅｔ ａ Ｌ

，

２０ １ ５
；
Ｓｃｈ ｌａｔｔｎｅｒ ｅｔ ａＬ

，
２００６

）
。在棉铃虫中 ， 之前的研宄揭示了２０Ｅ可 以通过 ＥｒＧＰＣＲ－

１

介导信号转导 （
Ｃａ ｉ ｅｔａ Ｌ

，２０ １４ａｈ 随后又发现 ２０Ｅ 可以诱导细胞膜上 的 ＥｒＧＰＣＲ－２

发生 内吞促使基因表达 （
Ｗａｎｇ ｅｔ ａＬ

，
２０ １ ５

）
。 ＳＴＩＭ １ 在变态时期高表达是受 ２０Ｅ 的调

控 ， 这种转录水平上的调控依赖于膜上的 ＥｒＧＰＣＲ－

１ 和 ＥｒＧＰＣＲ－２ 。 通过非基因组途

径 ， ２０Ｅ 信号传递至蜕皮激素核受体 ＥｃＲＢ ｌ 和其异源二聚体 ＵＳＰ １ ， 促使其发挥功

能调控基因转录 。 我们的实验进
一

步确认 ２０Ｅ 通过非基因组途径诱导基 因表达 。

４ ．２ ２０Ｅ 通过一种新鉴定到的 ＥｃＲＥ 促进 ＳＴＩＭ １ 的转录

ＳＴＩＭ １ 受 ＥｃＲＢ ｌ 的调控预示着 ＥｃＲＢ ｌ 有结合在 ＊Ｓ７７Ｍ／ 启动子 区的可能 。 启动

子中 ＥｃＲＥ 的存在使得 ＥｃＲＢ ｌ 能够结合在 ＤＮＡ 上起始基因转录 。 鳞翅 目 昆虫烟草

７２
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

天蛾的 启动子上的 ＥｃＲＥ ｌ（
Ｌａｎｅｔａｌ ．

，
１ ９９ ９

）
与棉铃虫 的 启动子上的

ＥｃＲＥ
（
Ｌ ｉｕ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ４ａ

） 高度保守 ， 只有
一

个氨基酸的差别 。 棉铃虫 ＾７７从７ 的启 动子

区鉴定到 的 ＥｃＲＥ 序列与 启动子上的 ＥｃＲＥ 非常相似 （ 图 ３ ．７Ｅ ） 。 此外 ， 在家

蚕以及果蝇的 ＳｎｉＷ 启动子区同样预测 到 了ＥｃＲＥ ， 同为鱗翅 目 昆虫的家蚕和棉铃

虫的 ＥｃＲＥ 序列高度相似 ， 同样只有
一

个氨基酸的差别 。 果蝇的 ＥｃＲＥ 序列相似度

较低 （表 ２ ） 。 Ｓ７７Ｍ７ 启 动子区 ＥｃＲＥ 在 昆虫 中具有
一

定的普遍性 ， 亲缘关系越近保

守性越高 。

２０Ｅ 不仅 能在 昆虫中促进胞 内 Ｃａ
２＋浓度升高 ， 在哺乳动物细胞 中 ， ２ ０Ｅ 同样可

以通过 ＧＰＣＲ 途径介导胞 内 Ｃａ
２＋浓度增加促进 ＡＫＴ 的活性 （

Ｇｏｒｅ ｌ ｉｅ ｋ－Ｆｅ  Ｉｄｍａｎｅｔ ａ ｌ ．

，

２０ １ ０
）
。 这种钙离子的增加很可能也是通过 ＳＯＣＥ 引起的 。 在人和小 鼠的 ■ＯＴＭＪ 启动

子上同样 的预测到 了
一

个完全相 同的 ＥｃＲＥ 序列 ， 该序列与 昆虫 中 的 ＥｃＲＥ 差别较

大 ， 可能是因为进化距离较远 。 在哺乳动物细胞中 ， ２０Ｅ 可能同样直接促进 ＳＴ ＩＭ １

的表达 。

表 ２ ． 不同物种 ＳＴＩＭ １ 启动子上预测的 ＥｃＲＥ 序列

Ｓｐｅ ｃ ｉｅ ｓ Ｇｅ ｎｅＰ ｒｅｄ ｉ ｃｔｅ ｄＥｃＲＥＳｅｑ ｕｅ ｎｃｅ ｓ

Ｈｏｍ ｏｓａｐ ｉｅｎｓ ＳＴ ＩＭ １ ＧＧＧＧＧＣＧＣＴＧＡＣＣＴＣ

Ｍ ａｍｍａ ｌ ｓＭ ｕｓ ｍ ｕｓｃｕ ｌｕｓ


ＳＴ １ Ｍ １


ＧＧＧＧＧＣＧＣＴＧＡＣＣＴＣ


Ｈｅｌｉｃｏ ｖｅｒｐａａｒｍ ｉｇｅｒａ ＳＴ １Ｍ １ ＧＣＧＧＴＴＡＡＴＧＣＡＴＴＡ

Ｉ ｎｓｅ ｃｔｓＢｏｍ ｂｙｘｍｏｒｉ ＳＴ 丨 Ｍ ｌ ＧＣＧＧＴＴＡＧＴＧＣＡＴＴＡ



Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉｌａｍ ｅｌａ ｎ ｏｇａｓ ｔｅｒＳＴ Ｉ Ｍ １



ＧＡＡＴＴＣＡＴＴＧＴ ＡＴＴＴ


４ ． ３２ ０Ｅ 促进 ＳＴＩＭ ｌ 聚集并迁移到 ＥＲ－ＰＭ 连接处引发 Ｃ ａ
２＋

内流

类固 醇激素 具有 结合细胞膜受体 ＧＰＣＲ 的 能 力从而 引 发细胞外 Ｃａ
２＋

内流

（
Ｍａｒ ｉｎ ｉｓｓｅｎａｎｄＧｕｔｋ ｉｎｄ

ｊ 
２００ １

）
。在脊椎动物 中 ， 例如成熟的鸡 的卵母细胞 （

Ｍｏｒ ｌｅｙ
ｅｔ ａｌ ．

，

１ ９９２
）

， 人的精子 斤３此６１＾６ １１１ ６４ １ ．

，
１ ９９ ９

）
， 以及小 鼠 的嗜铬细胞瘤神经元细胞 （ ？ （： －

１ ２ ）

（
Ｆｒｅｇｅａｕ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ３

）
， 类固醇激素能够通过 ＧＰＣＲ 快速上调细胞质 中 Ｃａ

２＋浓度 。 在本

文中我们证明在 昆虫中 ， 类固醇激素 ２ ０Ｅ 能够通过 ＧＰＣＲ 以 ＳＯＣＥ 的方式调控细胞

内 Ｃａ
２＋浓度变化 。 ＳＴＩＭ １ 的活化是 ＳＯＣＥ 必不可少 的关键步骤 。 ２ ０Ｅ 通过 ＧＰＣＲ 引

起 ＳＴＩＭ １ 发生聚集并定位在 ＥＲ－ＰＭ 区域 。 而之前 的研宄 已经证 明 ２ ０Ｅ 能够快速促

使细胞膜上的 Ｏ ｒａ ｉ ｌ 聚集促使胞外 Ｃａ
２＋

内流 （
Ｌ ｉ ｅｔ ａ Ｌ

，

２０ １ ７
）
。 因此 ２ ０Ｅ 通过 ＳＴ ＩＭ １

７３
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和 Ｏｍ ｉ ｌ 的共同作用调控胞 内钙离子浓度的升高 。 进
一

步完善 ２０Ｅ 调控胞质 中 Ｃａ
２＋

浓度的分子机制 。

在脊椎动物中存在两种 ＳＴＩＭ 亚型 ， ＳＴＩＭ １ 和 ＳＴＩＭ２ 。 ＳＴ ＩＭ １ 在绝大多数细胞

中的主要功能是作为 内 质 网上的 Ｃａ
２＋感受器诱导 ＳＯＣＥ

（
Ｎｕｎｅ ｓ

－Ｈａｓ ｌｅｒｅｔａ ｌ ．

，

２０ １ ７
）
。

ＳＴＩＭ２ 的功能 目 前还存在
一些争议 ， 部分研宄证明 ＳＴＩＭ２ 能够协助 ＳＴ ＩＭ １ 促使

ＳＯＣＥ的发生 （
Ｇｒｕｓ ｚｃｚｙｎｓｋａ

－Ｂ ｉｅｇａ
ｌａｅｔａ ｌ ．

，
２０ １ １

）
， 此外ＳＴＩＭ２在部分细胞中 引起 Ｃａ

２＋

内流不依赖于 ＳＯＣＥ
（
Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａ Ｌ

，
２０ １７

）
。 而在昆虫中 ， 目前仅发现

一

种 ＳＴ ＩＭ ， 属于

ＳＴＩＭ １ 类型 。 棉铃虫 中鉴定到 的 ＳＴＩＭ 同属 ＳＴＩＭ １ 类型 。 通过与 棉铃虫基因组 比对

也仅发现这
一

种 ＳＴＩＭ 类型 ， 并没有与之相似的其他亚型 。 棉铃虫 ＳＴＩＭ １ 的结构与

脊椎动物 比较 ， Ｃ 末端并没有经典的脯氨酸富集区 。 但是其 自 身 聚集结构域以及与

细胞膜上 Ｃａ
２＋通道 Ｏ ｒａ ｉ ｌ 的结合域高度保守 ， 预示着 ＳＴＩＭ １ 在功 能上具有与其他脊

椎动物相似的功能 。

４ ． ４ＰＫＣ 介导 ＳＴＩＭ １Ｓｅ ｒ４８５ 的磷酸化促进 ＳＴＩＭ １ 的聚集和 Ｃ ａ
ｚ＋

内流

２０Ｅ 调控昆虫生长发育不仅仅依赖转录后翻译机制 ， 还包括翻译后修饰机制 ，

例如蛋 白 质 的磷酸化修饰 。 在 ２ ０Ｅ 信号转导途径中 ， 分别 出现了ｃａ ｌｐｏｎ ｉｎ
（
Ｌ ｉｕ ｅｔ ａ ｌ ．

，

２０ １ １
）

，ＣＤＫ １ ０
（
Ｌ ：ｕｅｔ ａ ！ ．

，
２０ １ ４ａ

）
，Ｕ ＳＰ １（

Ｌ ｉｕ ｅｔ ａ ｌ ＿

，
２０ １ ４ｂ

）
和ＥｃＲＢ ｌ

（
Ｃｈ ｅｎ ｅ ｔ ａ ｌ ．

，

２０ １ ７
）的磷

酸化 。 在研宄 中我们发现 了ＳＴＩＭ １ 的磷酸化发生在 Ｓｅｒ４８ ５ 。 序列 比对显示该位点在

鳞翅 目 昆虫保守性较高 ，预示着相 同 的活化机制 。在哺乳动物中 同样检测到 了ＳＴＩＭ １

磷酸化 。 ＳＴＩＭ １ 在丝氨酸位点 上发生磷酸调控 ＳＯＣＥ 。人 中 Ｓｅｒ ５ ７ ５
，

Ｓｅｒ６０ ８ 和 Ｓｅ ｒ ６２ １

发生磷酸化促使 ＳＯＣＥ 的发生
（
Ｐｏｚｏ －Ｇｕ ｉ ｓａｄｏｅｔａ Ｌ

，２０ １ ３
）

。 而在有丝分裂细胞中

Ｓｅｒ４ ８６ 和 Ｓｅｒ６ ６ ８ 的磷酸化抑制 了ＳＯ ＣＥ（
Ｓｍｙ

ｔｈｅｔａＬ
，

２ ０ ０９
）

。 棉铃虫 ２ ０Ｅ 诱导的

ＳＴＩＭ １ 的 Ｓｅｒ４ ８５ 磷酸化位点与人中 的 Ｓｅｒ４ ８ ６ 氨基酸残基在位置上相靠近 。 但是棉

铃虫 ＳＴＩＭ １Ｓｅｒ４８５ 磷酸化促使 ＳＯＣＥ ， 显示出与人类 ＳＴＩＭ １ 不 同的作用机制 。

５ 小结

２０Ｅ 通过细胞膜上的 Ｅ ｒＧＰＣＲ－

１ 和 ＥｒＧＰＣＲ－ ２ 以及 ＰＬＣ 介导 内质 网 中 Ｃａ
２＋通过

ＩＰ ３Ｒ 释放到细胞质 中 。 胞 内 Ｃａ
２＋

的增加激活 ＰＫＣ ， 促使 ＳＴＩＭ １ 在 ＰＫＣ 位点发生鱗

酸化 ， 磷酸化的 ＳＴＩＭ １ 发生聚集并迁移到 内质网 －质膜结合处与 Ｏｍ ｉ ｌ 相互作用开放

ＳＯＣ 通道促进 Ｃａ
２＋

内流 ， 使得胞 内 Ｃａ
２＋浓度维持在较高水平 。 Ｃａ

２＋促使 ＥｃＲＢ ｌ 和

Ｕ ＳＰ １ 发生翻译后修饰 ， 形成转录复合体结合在 ＥｃＲＥ 上起始 ＳＴＩＭ １ 转录 ， 上调

ＳＴＩＭ １ 的表达 ， 形成正反馈调控。 另
一

方面促使 ２０Ｅ 信号途径基 因 以及凋亡相关基

７４
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因表达 ， 最终促使昆虫变态的发生 （ 图 ３ ． １ ３ ） 。

２０Ｅ ？？？

Ｉ ？ ？ ？
？Ｃ ａ

２ ＋

Ｅ ｒＧ ＰＣＲ ｓ
／＾１ Ｏ ｒａ ｉ ｌ

？
＂

？

＊

｜ Ｐ ／／）Ｃｙｔｏｐ ｌａ ｓｍ

ｉ＾ｒ
^


忒、 丨

＾
＂

Ｎｕｃ ｌｅ ｕｓ亡
、

、

Ｐ －ＥｃＲＢ ｌ ｇ
’

—

ｉＳＴ ＩＭ ｌ
ｆ

—

ＨＥｃＲＥ卜

Ｈ Ｒ ３
， 
Ｂ ｒＺ７

，
Ｃ ａｓｐａｓｅ ｓ

［

Ａｐｏｐｔｏｓ ｉｓ
，Ｍ ｅ ｔａｍｏ ｒｐｈｓ ｉｓ

 １

图 ３ ． １ ３ ．２０Ｅ 调控 ＳＴＩＭ １ 的憐酸化和表达模式 图 。 ２０Ｅ 通过 ＥｒＧＰＣＲｓ ，ＰＬＣ 以及 ＩＰ ３Ｒ 促使

Ｃａ
２ ＋

释放到细胞质 中 。 释放的 Ｃａ
２

激活 ＰＫＣ ， 促使 ＳＴ ＩＭ １ 在 Ｓ４ ８５ 位点发生磷酸化 ， 磷酸化

的 ＳＴ ＩＭ １ 发生聚集并迁移到 ＥＲ －ＰＭ 结合处与 Ｃａ
２ ＋通道相互作用促使 Ｃａ

２ ＋

内流 ， 进而促使

ＥｃＲＢ ｌ 和 ＵＳ Ｐ １ 翻译后修饰并形成转录复合体结合在 ＥｃＲＥ 上起始 ＳＴ ＩＭ １ 转录 。 另
一

方面

促使 ２０Ｅ 信号途径基因 以及凋亡相关基因表达 ， 最终促使细胞凋亡和 昆虫变态的发生 。

Ｆ ｉ ｇｕ ｒｅ３ ． １ ３ ．Ｔｈ ｅｐａ ｔ ｔｅ ｒｎｏｆ２ ０Ｅｒｅ ｇｕ
ｌａ ｔｅｓＳＴ１Ｍ １ｐ

ｈ ｏ ｓ ｐ
ｈ ｏ ｒｙ

ｌ ａ ｔ ｉ ｏ ｎａ ｎｄｅ ｘｐｒｅ ｓｓ ｉ ｏ ｎ

ＳＴＩ Ｍｌ ． Ｖｉ ａＥｒＧＰＣＲｓ
，ＰＬＣａｎｄ Ｉ Ｐ ３Ｒ２０Ｅ

ｐ
ｒｏｍｏ ｔｅｓｃ ａ ｌｃ ｉｕｍｒｅ ｌｅａｓ ｅ ｉｎｔｏｔｈｅｃ ｙｔｏｐ

ｌａｓｍ ．Ｒｅ ｌｅａｓ ｅｄ

ｃ ａ ｌｃ ｉｕｍａｃ ｔ ｉｖａｔｅｓＰＫＣａｎｄｐ
ｒｏｍ ｏｔｅ ｓｐ

ｈｏ ｓｐｈｏｒｙ
ｌａｔ ｉｏｎｏｆＳＴ ＩＭ １ｏｎｔｈｅＰＫＣｔａｒｇｅｔ ．

Ｐｈｏｓ
ｐ
ｈｏ ｒ

ｙ
ｌａｔｅｄＳＴ ＩＭ １ａｃｃ ｕｍ ｕ ｌａｔｅｓａｎｄｔ ｒａｎｓ ｌｏｃ ａｔｅ ｓ ｔｏ ｔｈｅＥＲ －ＰＭ

ｊ
ｕｎｃ ｔ ｉｏｎｓ ．Ｔｈｅｎａｇｇｒｅｇａｔ ｉｏｎｏｆ

ＳＴ ＩＭ １ ｉｎｔｅｒａｃ ｔｓｗ ｉｔｈｃ ａ ｌｃ ｉｕｍｃ ｈａｎｎｅ ｌｓｔｏｐｒｏｍ ｏｔ ｅｃ ａ ｌｃ ｉｕｍ ｉｎ ｆｌｕｘａｎｄ ｉｎｃ ｒｅａｓ ｅ ｉｎ ｔｒａｃ ｅ ｌｌｕ ｌａｒ

ｃ ａ ｌｃ ｉｕｍｃ ｏｎｃ ｅｎｔｒａｔ ｉｏｎ ．Ｃａ ｌｃ ｉｕｍ
ｐ ｒｏｍｏｔｅｓ

ｐｏｓ ｔｔ ｒａｎｓ ｌａｔ ｉｏｎａ ｌｍｏｄ ｉｆｉｃ ａｔ ｉｏｎｏｆＥｃ ＲＢ ｌａｎｄＵＳＰ １ａｎｄ

ｆｏｒｍａ ｔｒａｎｓｃ ｒ ｉ

ｐｔ ｉｏｎｃ ｏｍ ｐ
ｌｅｘｔｈａｔｂ ｉｎｄｓｔｏＥｃＲＥｔｏ ｉｎ ｉｔ ｉａｔｅＳＴ ＩＭ １ｔｒａｎ ｓｃ ｒ ｉ

ｐ ｔ ｉｏｎ ．Ｏｎｔｈｅｏｔｈｅｒ

ｈａｎｄ
，ｃ ｏｍｐ ｌｅｘｐｒｏｍ ｏｔｅｓｔｈ ｅｅｘｐ ｒｅｓ ｓ ｉｏｎｏｆｔｈｅ２ ０Ｅ －

ｉｎｄｕｃ ｅｄｇｅｎ ｅａｎｄｃ ａｓ ｐａｓ ｅｓ
 ｉｎｒｅｓ ｐｏ

ｎ ｓ ｅｔｏ

ａｐｏｐｔｏｓ ｉｓａｎｄｍ ｅｔａｍｏ ｒｐ
ｈｓ ｉｓ ．

７ ５





．



山东大学博士学位论文


论文创新点总结及意义

类固醇激素在动物体 内普遍存在 ， 对于生物体的生长发育非常重要 。 利用 昆虫

这种 良好的研宄材料研宄类固醇类激素 ２０Ｅ 调控 昆虫生长发育分子机制 ， 可 以在
一

定程度上为其他物种中类固醇激素 ， 例如人的雌激素研究提供思路 。 而 ２０Ｅ 不仅在

昆虫中促进昆虫蜕皮 ， 还存在于植物中防御 昆虫取食 （
Ｄ ｉｎａｎ

，２００ １
）
。 此外 ， ２０Ｅ 在

哺乳动物 中具有低毒性 ， 可 以保护肝脏 ， 调节免疫 以及低血糖症状 （
Ｂａｔｈｏｒ ｉｅｔａ ｌ ．

，

２０ ０ ８
）

。 对 ２０Ｅ 信号通路的研究可以为人类提供药用候选物质 。 本文的研宄主要有 以

下几方面的创新 ：

一

、 ＰＫＣ８ 参与棉铃虫蜕皮激素信号途径促进细胞凋亡的研宄

１ ． 在 昆虫 中鉴定到
一

种新型 的 ＰＫＣＳ 在 昆虫变态时期受 ２０Ｅ 调控高量表达 。 ＰＫＣＳ

在人体中有促进凋亡的功能 ， 本文首次证明类固醇激素 ２ ０Ｅ 可 以直接促进 ＰＫＣＳ

表达 ， 为开发 ２０Ｅ 为促凋亡药物提供了 依据 。

２ ． 细胞 中过表达 ＰＫＣＳ 催化结构域提高 Ｃａｓｐａｓｅ
－

３ 的活性促进细胞凋亡 。 揭示 了

ＰＫＣ５ 促凋亡的关键的磷酸化位点 。

３ ． 发现 ２０Ｅ 通过 ＰＫＣＳ 直接磷酸化 ＥｃＲＢ ｌ 的 Ｔｈｒ４６ ８ ， 证 明 了２０Ｅ 通过促使 ＥｃＲＢ ｌ

磷酸化进而促使 ＥｃＲＢ ｌ ／ＵＳＰ ｌ 转录复合体的形成 ， 以及 ＥｃＲＥ 的结合起始基 因转

录促使细胞凋亡 ， 深化了２０Ｅ 调控基因表达 的分子机理。

二 、 ＳＴＩＭ １ 参与 昆虫 ２０Ｅ 信号途径诱导 Ｃａ
２＋

内流促使细胞凋亡

１ ． 发现了２０Ｅ 通过膜上的 ＧＰＣＲｓ 促使 ＳＴ ＩＭ １ 的表达 。 进
一

步肯定 了２０Ｅ 的非基因

组途径 。

２ ． 在昆虫中发现 ＳＴＩＭ １ 以磷酸化的形式高表达于变态时期的幼虫组织中 。

３ ． 在 ＳＴＩＭ １ 的启动子区鉴定到 ＥｃＲＥ 序列 ， ＥｃＲＢ ｌ 与 ＥｃＲＥ 结合促使 ＳＨＭ １ 的表

达 ， 正反馈调控 ２０Ｅ 信号 。 揭示 了２０Ｅ 能够直接上调 ＳＴＩＭ １ 的表达 ， 为哺乳动

物类固醇激素研宄提供了思路 。

４ ． 证明了２０Ｅ 诱导 ＳＴＩＭ １ 的 Ｓｅｒ４８５ 位点磷酸化 ，促使 ＳＴＩＭ １ 聚集并诱导 Ｃａ
２＋

内流 。

确定 了２０Ｅ 以 Ｓ０ＣＥ 的方式增加胞内 Ｃａ
２＋浓度 。 进

一

步完善了２ ０ 信号途径 中胞

内 Ｃａ
２＋浓度变化机制 。

７６
？
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－２８７ ７ ．

Ｆｕ
ｊ

ｉｎ ａｇａ ， 
Ｄ ．

＃ 
Ｋｏｈｍｕ ｒａ

，Ｙ．

，
Ｏｋａｍｏ ｔｏ

， 
Ｎ．

，Ｋａ ｔａｏｋａ
， 
Ｈ．

， 
Ｍ ｉ ｚｏｇｕｃｈ ｉ

， 
Ａ ．

， 
２０ １ ７ ．Ｉｎｓ ｕ ｌ ｉｎ

－

ｌ ｉｋｅ
ｇ ｒｏｗｔｈ  ｆａｃ ｔｏ ｒ

（
ＩＧＦ

）

－

ｌ ｉ ｋｅｐ ｅｐ ｔ ｉｄｅａｎ ｄ２０
－ｈ

ｙ
ｄ ｒｏ ｘｙ ｅｃｄｙ ｓ ｏｎ ｅｒｅｇｕ ｌａｔｅｔｈｅｇ ｒｏｗｔｈａｎｄｄ ｅｖｅ ｌｏ

ｐ
ｍｅｎ ｔｏ ｆ  ｔｈｅｍａ ｌｅ

ｇｅｎ ｉｔａ ｌ ｄ ｉｓ ｋ  ｔｈ ｒｏ ｕｇ
ｈｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎ ｔｍｅｃｈａｎ ｉｓｍｓ ｉｎｔｈ ｅｓ ｉ ｌｋｍｏ ｔｈ

，
Ｂｏｍｂｙｘｍｏ ｒｉ ．Ｉｎｓ ｅｃｔｂ ｉｏ ｃ ｈ ｅｍ ｉｓ ｔ ｒｙ

ａｎ ｄ

ｍｏ ｌｅｃｕ ｌａｒｂ ｉｏ ｌｏｇｙ
８ ７

，３ ５
￣４４ ．

Ｇａ ｌ ｌｕ ｚｚ ｉ

，Ｌ ．

，Ｖｉｔａ ｌｅ
，Ｉ ．

ｓ
Ａ ｂｒａｍｓ

，
Ｊ ．Ｍ ．

，
Ａ ｌｎ ｅｍｒｉ

，Ｅ ． Ｓ ．

，Ｂａｅｈ ｒｅｃｋｅ
，Ｅ ． Ｈ ．

，Ｂ ｌａｇｏ ｓ ｋ ｉｏ ｎｎｙ ，
Ｍ ． Ｖ

，Ｄａｗｓ ｏ ｎ
，

Ｔ．Ｍ ．

，
Ｄａｗｓ ｏ ｎ

，
ＶＬ ．

，
Ｅ ｌ

－Ｄｅ ｉ ｒｙ，
Ｗ． Ｓ ．

， 
Ｆｕ ｌｄ ａ

，Ｓ ．

，Ｇｏ ｔｔ ｌ ｉｅｂ
，
Ｅ ．

？
Ｇｒｅｅｎ

， 
Ｄ ．Ｒ ．

， 
Ｈｅ ｎｇａ ｒｔｎｅ ｒ

， 
Ｍ ．Ｏ ．

，
Ｋｅ

ｐｐ ，

０ ．

，Ｋｎ ｉｇｈ ｔ
， 
Ｒ．Ａ ．

， 
Ｋｕｍａ ｒ

，Ｓ ．

，Ｌ ｉ

ｐ ｔｏｎ
， 
Ｓ ．Ａ ．

，
Ｌｕ

， 
Ｘ．

， 
Ｍ ａｄｅｏ

， 
Ｆ．

ａ
Ｍａ ｌｏｍ ｉ

，
Ｗ ．

５ 
Ｍｅｈ ｌｅｎ

， 
Ｐ ．

， 
Ｎｕｎｅ ｚ

，Ｇ ，

Ｐｅｔｅｒ
， 
Ｍ ． Ｅ ．

，Ｐ ｉａｃｅｎ ｔ ｉｎ ｉ
，
Ｍ ．

９
Ｒｕｂ ｉｎ ｓ ｚｔｅ ｉｎ

，
Ｄ ． Ｃ ．

，Ｓｈ ｉ
，Ｙ．

，
Ｓ ｉｍｏｎ

，Ｈ．Ｕ ．

，
Ｖａｎｄｅｎａｂｅｅ ｌｅ

，
Ｐ．

ｓ
Ｗ ｈ ｉｔ ｅ

，
Ｅ ．

，

Ｙｕ ａｎ
，Ｊ ．

，Ｚｈ ｉｖｏｔｏｖｓ ｋｙ，Ｂ ．

ｓＭ ｅ ｌ ｉｎｏ
，Ｇ ，Ｋｒｏｅｍｅ ｒ

，Ｇ ｓ２０ １ ２ ．Ｍｏ ｌｅｃｕ ｌａｒｄｅｆｉｎ ｉｔ ｉｏｎ ｓｏ ｆｃｅ ｌ ｌｄ ｅａｔｈ

ｓ ｕ ｂ ｒｏｕ ｔ ｉｎｅ ｓ ：ｒｅｃｏｍｍｅｎ ｄａｔ ｉｏｎ ｓｏｆ  ｔｈ ｅＮｏｍｅｎｃ ｌａｔｕ ｒｅＣｏ ｍｍ ｉｔｔｅｅｏｎＣｅ ｌ ｌＤｅａｔｈ２０ １ ２ ．Ｃｅ ｌ ｌｄｅａｔｈ

ａｎ ｄ ｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎ ｔ ｉａｔ ｉｏ ｎ １ ９
，１ ０７－

１ ２０ ．

Ｇａ ｒｃ ｉａ
－Ｐａ ｒａｍ ｉｏ

，
Ｐ．

，
Ｃａｂ ｒｅ ｒ ｉ ｚｏ

，
Ｙ．

ｓ
Ｂｏ ｍａ ｎ ｃ ｉｎ

，
Ｆ ．

，Ｐａ ｒｋｅ ｒ
，Ｐ．Ｊ ．

，１ ９９８ ．Ｔｈ ｅｂ ｒｏａｄｓ ｐｅｃ
ｉｆｉｃ ｉｔｙｏ

ｆ ｄｏｍ ｉｎ ａｎ ｔ

ｉｎｈ ｉｂ ｉ ｔｏ ｒｙｐ
ｒｏ ｔｅ ｉｎｋ ｉｎａｓ ｅＣｍｕ ｔａｎ ｔ ｓ ｉｎ ｆｅ ｒｓａｃｏｍｍｏｎｓ ｔｅｐ

ｉｎ
ｐｈｏ ｓ

ｐ
ｈｏ ｒｙ

ｌａｔ ｉｏｎ ．ＴｈｅＢ ｉｏ ｃｈｅｍ ｉｃａ ｌ

ｊ
ｏｕ ｒｎａ ｌ３３３（ 

Ｐｔ３
） ，

６３ １
－

６３６ ．

Ｇ ｉ ｌｂｅｒｔ
，
Ｌ ． Ｉ ．

， 
２ ０ ０４ ． Ｈａ ｌ ｌｏｗｅｅｎ

ｇ ｅｎｅｓｅｎ ｃｏ ｄ ｅＰ４５０ｅｎ ｚｙｍｅｓｔｈ ａｔ ｍｅｄ ｉａ ｔｅｓ ｔｅｒｏ ｉｄｈ ｏ ｒｍｏｎ ｅｂ ｉｏ ｓｙｎｔｈ ｅｓ ｉｓ

ｉｎＤｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ ｍｅ ｌａｎｏｇａｓｔｅｒ ． Ｍｏ ｌＱｃｕｈｒ ａｎ ｄ Ｃｅ ｌ ｌｕｈｒＥｎｄ ｏｃｒｉｎ ｏ ｌｏｇｙ
２ １ ５

，１
－

１ ０ ．

Ｇ ｉ ｌｂｅｒｔ
，Ｌ Ｌ

，％ ｂ ｃ ｚｙ
ｎ ｓｋｉ

，Ｒ ．

，Ｗａ ｒｒｅ ｎ
，Ｊ ．Ｔ ．

，２０ ０ ２ ．Ｃｏｎ ｔ ｒｏ ｌａｎｄｂ ｉｏｃｈｅｍ ｉｃａ ｌｎ ａ ｔｕ ｒｅｏｆｔｈ ｅ

ｅｃｄｙ ｓ ｔｅｒｏ ｉｄｏｇｅｎ ｉｃ
ｐ
ａｔｈｗａｙ ． Ａｎｎｕａ ｌ ｒｅｖ ｉｅｗｏ ｆ ｅｎ ｔｏｍｏ ｌｏｇｙ

４７
，８ ８３

－

９ １ ６ ．

Ｇ ｉ ｌｂ ｅ ｒｔ
，
Ｌ ． Ｉ ．

，Ｓｏ ｎｇ ， Ｑ ．

５
Ｉ＾ｂ ｃｚ

ｙ
ｎ ｓ ｋｉ

，
Ｒ ．

，
１ ９９７ ．Ｃｏ ｎｔｒｏ ｌ ｏ ｆ ｅｅｄｙ ｓ ｔ ｅｒｏ ｉｄｏｇ ｅｎ ｅｓ ｉｓ ： ａｃｔ ｉｖａｔ ｉｏｎ ａ ｎ ｄ ｉｎｈ ｉｂ ｉｔ ｉｏ ｎ

ｏ ｆ ｐ
ｒｏ ｔｈ ｏ ｒａｃ ｉｃ

ｇ ｌａｎ ｄ ａｃｔ ｉｖ ｉｔｙ ．Ｉｎｖｅｒｔｅｂ ｒａｔｅ ｎ ｅｕｒｏ ｓ ｃ ｉｅｎ ｃ ｅ ：ＩＮ ３
，
２０５ －２ １ ６ ．

７８
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

Ｇｏｎｇ ， 
Ｊ ．

， 
Ｙａｏ

，
Ｙ．

，
Ｚｈａｎｇ ， 

Ｐ ．

， 
Ｕｄａｙ ａｓｕ ｒｙａｎ ， 

Ｂ ．

，
Ｋｏｍ ｉｓ ｓ ａｒｏｖａ

， 
Ｅ ． Ｖ

，Ｃｈ ｅｎ ？ 

Ｊ ．

ｓＳ ｉｖａｒａｍａｋｒ ｉｓｈｎａｎ
， 
Ｓ ．

，
＼＾ｎ

Ｅｙｋ ，
Ｊ ． Ｅ ．

，
Ｓｔｅ ｉｎｂ ｅｒｇ ，

Ｓ ． Ｆ．

，２０ １ ５ ． ＴｈｅＣ２Ｄｏｍａ ｉｎａｎｄＡ ｌｔｅ ｒｅｄＡＴＰ－Ｂ ｉｎｄ ｉｎｇ
Ｌｏｏｐ

Ｐｈｏ ｓｐｈｏ ｒｙ ｌａｔｉｏ ｎ

ａｔＳｅ ｒ
（
３
）（
５

）（
９
）Ｍｅｄ ｉａｔｅｔｈｅＲｅｄｏｘ－Ｄｅｐｅｎ

ｄｅｎ ｔＩｎｃｒｅａ ｓ ｅ ｉｎＰｒｏ ｔｅ ｉｎＫｉｎ ａｓ ｅＣ－ｄｅ ｌｔａＡ ｃｔ ｉｖ ｉｔｙ
．

Ｍｏ ｌｅ ｃｕ ｌａｒａｎｄｃｅ ｌｌｕ ｌａｒｂ ｉｏ ｌｏ ｇｙ
３ ５

，１ ７２７－

１ ７４０ ．

Ｇｏ ｒｅ ｌ ｉｃｋ－Ｆｅ ｌｄｍａｎ
，
Ｊ ．

ｓ
Ｃｏｈ ｉｃ ｋ

，
Ｗ．

，
Ｒａｓｋｉｎ

，
Ｉ ．

，
２０ １０ ． Ｅｃｄｙ ｓ ｔｅｒｏ ｉｄ ｓｅ ｌ ｉｃ ｉｔ ａｒａｐ ｉｄＣａ

２ ＋
ｆｌｕ ｘ  ｌｅａｄ ｉｎｇ 

ｔｏＡｋｔ

ａｃｔ ｉｖａｔ ｉｏｎａｎｄ ｉｎ ｃｒｅａｓ ｅｄ
ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓ ｉ ｓ  ｉｎ ｓｋｅ ｌｅｔａ ｌ ｍｕ ｓ ｃ ｌｅｃｅ ｌｌｓ ．Ｓｔｅ ｒｏ ｉｄ ｓ ７５

，６３２
－６３７ ．

Ｇｒｅｂｅ
， 
Ｍ．

，
Ｆａｕ ｔｈ

， 
Ｔ ．

，
Ｓ
ｐ

ｉｎｄ ｉｅ ｒ
－Ｂａｒｔｈ

， 
Ｍ．

，
２０ ０４． Ｄｙｎａｍ ｉｃｏｆ  ｌ ｉｇａｎ ｄ ｂ ｉｎｄ ｉｎｇ 

ｔｏＤｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ ｍｅ ｌａｎ ｏｇａｓｔｅ ｒ

ｅｃｄｙ ｓ ｔｅ ｒｏ ｉｄ ｒｅｃｅ
ｐ ｔｏｒ． Ｉｎ ｓ ｅｃｔ ｂ ｉｏｃｈｅｍｉｓ ｔｒｙａｎｄ ｍｏ ｌｅｃｕ ｌａｒｂ ｉｏ ｌｏｇｙ

３４
，９８ １

－９８９ ．

Ｇｒｕｓ ｚｃ ｚｙｎ ｓｋａ－Ｂ ｉｅｇａ ｌａ
，Ｊ ．

，Ｐｏｍｏ ｒｓｋ ｉ
，
Ｐ

．

，Ｗ ｉｓｎ ｉｅｗｓ ｋａ
，Ｍ ． Ｂ ．

，Ｋｕｍ ｉｃ ｋｉ
，Ｊ ．

，２０ １ １ ．Ｄ ｉｆｆｅ ｒｅｎｔ ｉａ ｌｒｏ ｌｅ ｓｆｏ ｒ

ＳＴＩＭ １ａｎｄ ＳＴ ＩＭ２ ｉｎｓ ｔｏ ｒｅ
－ｏ

ｐｅｒａｔ
ｅ ｄ ｃａ ｌｃ ｉｕｍｅｎ ｔ ｉｙ

ｉｎｒａｔ ｎｅｕ ｒｏｎ ｓ ． Ｐｌｏ Ｓｏｎ ｅ ６
，
ｅ ！ ９２８５ ．

Ｈｅ
？Ｈ．Ｊ ．

，Ｗａｎｇ ，Ｑ ．

？Ｚｈ ｅｎｇ ，Ｗ ．Ｗ．

，Ｗａｎｇ ，Ｊ ．Ｘ ．

，Ｓｏｎｇ ，Ｑ ． Ｓ ．

，Ｚｈａｏ ，Ｘ ．Ｆ．

，２０ １ ０ ．Ｆｕｎｃｔ ｉｏｎｏｆｎｕ ｃ ｌｅａｒ

ｔｒａｎ ｓ ｐｏ ｒｔｆａｃｔｏ ｒ２ａｎｄＲａｎ ｉｎｔｈｅ２０Ｅｓ ｉ

ｇｎ ａ
ｌｔｒａｎ ｓ ｄｕｃｔ ｉｏｎｐａｔｈｗａｙ ｉｎｔｈｅｃｏｔｔｏｎｂｏ ｉｌｗｏ ｒｍ

，

Ｈｅ ｌｉｃｏｖｅｒｐａ ａｒｍｉｇｅｒａ ．ＢＭＣｃｅ ｌ ｌｂ ｉｏ ｌｏｇｙ １ １
， １ ．

Ｈｅｎｒｉｃｈ
，Ｖ．Ｃ ．

， 
Ｓ ｌ ｉｔｅｒ

， 
Ｔ． Ｊ ．

，
Ｌｕｂａｈｎ

， 
Ｄ ．Ｂ ．

， 
Ｍａｃ Ｉｎｔｙ ｒｅ

，
Ａ ．

，Ｇ ｉ ｌｂｅｒｔ
，
Ｌ ． Ｉ ．

，１ ９９ ０ ．Ａ ｓ ｔｅ ｒｏ ｉｄ ／ｔｈｙ ｒｏ ｉｄｈ ｏ ｒｍｏｎｅ

ｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒｓｕ
ｐ
ｅ ｒｆｅｍ ｉ ｌｙｍｅｍｂｅｒ ｉｎＤｒｏｓｏｐｈ ｉｌａｍｅ ｌａｎｏｇａｓｔｅｒｔｈａｔｓ ｈａｒｅｓｅｘｔｅｎ ｓ ｉｖｅｓ ｅｑｕｅｎｃｅ

ｓ ｉｍｉｌａｒｉｔｙｗ ｉｔｈａ ｍａｍｉｍ ｌ ｉａｎｈ ｏｎｒｏ ｌｏｇ
ｕｅ ． Ｎｕ ｃ ｌｅ ｉｃａｃ ｉｄ ｓ ｒｅ ｓ ｅａｒｃｈ １ ８

，４ １４３
－４ １ ４ ８ ．

Ｈｏ ｍｅｍ
，Ｃ ．Ｃ ．

，Ｓｔｅ ｉｎ ｍａｎｎ
，Ｖ ，Ｂｕ ｒｋａｒｄ

，
Ｔ．Ｒ．

， 
Ｊａ ｉｓ

，
Ａ ．

，Ｅｓ ｔｅｒｂ ａｕｅ ｒ
，Ｈ ．

，Ｋｎｏ ｂ ｌ ｉｃｈ
，Ｊ ．Ａ ．

，
２０ １ ４ ．Ｅｃｄｙ ｓ ｏｎｅ

ａｎ ｄ ｍｅｄ ｉａｔｏｒ ｃｈ ａｎｇｅ ｅｎｅ ｒｇｙ
ｍｅ ｔａｂｏ ｌ ｉ ｓｍ ｔｏ ｔｅ ｒｍ ｉｎａｔｅ

ｐ ｒｏ ｌ ｉｆｅ ｒａｔ ｉｏｎ ｉｎＤｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａｎ ｅｕｒａ ｌ ｓ ｔｅｍ ｃｅ ｌ ｌｓ ．

Ｃｅｌ ｌ１ ５８
，８７４

－８８ ８ ．

Ｈｏｍ ｅｒ
，
Ｍ ．Ａ ．

，Ｃｈｅｎ ，
Ｔ ．

， 
Ｔｈｕｍｍｅ ｌ

，Ｃ ．Ｓ ．

３１ ９９ ５ ．Ｅｃｄｙ ｓ ｔｅｒｏ ｉｄｒｅｇｕ ｌａｔ ｉｏｎａｎｄＤＮＡ ｂ ｉｎｄ ｉｎｇｐ ｒｏ
ｐ
ｅ ｒｔ ｉｅ ｓｏ ｆ

Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａｎｕ ｃ ｌｅ ａｒｈｏ ｒｍｏｎｅｒｅｃ ｅ
ｐ
ｔｏ ｒｓ ｕｐ ｅｒｆａｍ ｉｌｙｍｅｍｂ ｅｍ ．Ｄｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎｔａ ｌｂ ｉｏ ｌｏｇｙ１ ６ ８

，

４９０－

５０２ ．

Ｈｏ ｓ ｓ ａ ｉｎ
，Ｍ． Ｓ ．

，Ｌ ｉｕ
ｓＹ．

ｓＺｈｏｕ ，Ｓ ．

，Ｌ ｉ
，Ｋ ．

，Ｔ ｉａｎ
，Ｌ ．

ｓＬ ｉ
，Ｓ ．

，２ ０ １ ３ ，２ ０ －Ｈｙ
ｄ ｒｏ＾ ｅｃｄｙｓ ｏｎｅ

－

ｉｎｄｕｃｅｄ

ｔｒａｎ ｓ ｃｒｉｐ ｔ ｉｏｎａ ｌ ａｃｔ ｉｖ ｉｔｙ
ｏｆ Ｆｏ ｘＯｕｐｒｅｇｕ ｌａｔｅ ｓｂ ｒｕｍｍｅ ｒ ａｎ ｄａｃ ｉｄｌｉｐａｓ ｅ

－

１ａｎｄ
ｐ ｒｏｍｏ ｔｅｓ ｄ ｉ

ｐ ｏ ｌｙ ｓ ｉ ｓ ｉｎ

Ｂｏｍｂｙｘ ｆａｔｂ ｏ ｄｙ ． Ｉｎｓ ｅｃｔ ｂ ｉｏ ｃｈｅｍｉｓ ｔ ｒｙ
ａｎ ｄ ｍｏ ｌｅｃｕ ｌａｒｂ ｉｏ ｌｏｇｙ

４３
，
８２９ －

８３ ８ ． ＇

Ｈｏ ｕ
，
Ｌ ．

，Ｃａ ｉ
，
Ｍ．Ｊ ．

，Ｌ ｉｕ
，
Ｗ．

，Ｓｏｎｇ ， Ｑ ．

， 
Ｚｈａｏ

，
Ｘ ． Ｆ ．

； 
２ ０ １ ２ａ ．Ｓｍａ ｌ ｌＧＴＰａｓ ｅＲａｂ４ｂ

ｐａｒｔ ｉｃ ｉｐａ ｔｅｓ ｉｎ  ｔｈｅ
ｇ ｅｎ

ｅ

ｔｒａｎ ｓ ｃｒｉｐ ｔ ｉｏｎｏｆ２０ －ｈｙｄ ｒｏ吟 ｅｃｄｙ ｓ ｏｎｅａｎ ｄ ｉｎ ｓｕ ｌ ｉｎｐａｔｈｗａｙ ｓｔｏｒｅｇｕ ｌａｔｅｇ ｌｙ ｃｏｇ ｅｎ ｌ ｅｖｅ ｌａｎｄ

ｍｅｔａｍｏ ｒｐｈｏ ｓ ｉ ｓ ． Ｄｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎ ｔａ ｌｂ ｉｏ ｌｏｇｙ
３ ７ １

，１ ３ －２２ ．

Ｈｏｕ
，
Ｘ ．

，Ｐｅｄ ｉ
，
Ｌ ．

，Ｄ ｉｖｅ ｒ
，
Ｍ ．Ｍ．

，Ｌｏ ｎｇ ，
Ｓ ． Ｂ ．

，２０ １ ２ｂ ．Ｃｒｙ ｓ ｔａ ｌｓ ｔｒｕ ｃ ｔｕ ｒｅｏｆ ｔｈ ｅｃ ａ ｌｃ ｉｕｍ ｒｅｌｅａ ｓ ｅ
－

ａｃ ｔ ｉｖａｔｅｄ

ｃａ ｌｃ ｉｕｍｃｈａｎｎｅ ｌ Ｏｒａ ｉ ．Ｓｃ ｉｅｎ ｃｅ３３ ８
，１ ３０ ８ －

１ ３ １ ３ ．

Ｈｕ ｎｐｈｒｉｅｓ
， 
Ｍ ． Ｊ ．

，Ｌ ｉｍｅｓ ａｎｄ
，
Ｋ ．Ｈ ．

，Ｓｃｈｎ ｅ ｉｄｅ ｒ
，
Ｊ ． Ｃ

，Ｎａｋａｙ ａｍａ
，Ｋ ． Ｉ ．

，
Ａｎ ｄ ｅ ｒｓ ｏｎ

，Ｓ ．Ｍ ．

，Ｒｅｙ ｌａｎｄ
， 
Ｍ ． Ｅ ．

，

２０ ０ ６ ．Ｓｕｐｐ ｒｅｓ ｓ ｉｏ ｎｏｆ ａｐｏ ｐ
ｔｏｓ ｉｓ ｉｎｔｈ ｅ

ｐ ｒｏ ｔｅ ｉｎｋｉｎ ａ ｓ ｅＣｄｅ ｌ ｔａｎｕ ｌｌｍｏｕ ｓ ｅ ｉｎｖ ｉｖｏ ．ＴｈｅＪｏ ｕ ｒｎ ａ ｌｏ ｆ

ｂ ｉｏ ｌｏｇ ｉｃａ ｌｃｈｅｍ ｉｓ ｔ ｒｙ
２８ １

，９７２８
－９７３ ７ ．

Ｈｕｎｙ ａｄ ｉ
，Ａ ．

，
Ｈｅ ｒｋｅ

，Ｉ ．

ｓＬｅｎｇｙ ｅ ｌ
，Ｋ ．

ｓＢａｔｈｏ ｒｉ

，
Ｍ ．

，Ｋｅ ｌｅ
，
Ｚ ．

，Ｓ ｉｍｏｎ
，Ａ ．

，Ｔｏ ｔｈ
，Ｇ ，

Ｓ ｚｅｎｄｒｅ ｉ
，Ｋ ．

，２０ １ ６ ．

Ｅｃｄｙ ｓ ｔｅｒｏ ｉｄ －

ｃｏｎｔａ ｉｎ ｉｎｇｆｏｏｄｓ ｕｐｐ ｌｅｍｅｎ ｔ ｓｆｒｏｍＣｙ ａｎｏ ｔ ｉ ｓａ ｒａｃｈｎ ｏ ｉｄｅａｏｎｔｈｅＥｕ ｒｏｐ ｅａｎｍａ ｒｋｅ ｔ ：

ｅｖ ｉｄｅｎｃｅ ｆｏ ｒ ｓ ｐ
ｉｎ ａｃｈ

ｐ ｒｏｄｕ ｃｔ ｃｏｕｎ ｔｅｒｆｅ ｉｔ ｉｎ ｇ ． Ｓｃ ｉｅｎ ｔ ｉｆｉｃｒｅ
ｐ
ｏ ｒｔ ｓ ６

，
３７３２２ ．

Ｉｇａ ，Ｍ ．

，Ｉｗａｍ ｉ
，Ｍ．

，Ｓａｋｕ ｒａ ｉ

，Ｓ ．

，２０ ０７ ．Ｎｏｎｇｅｎ ｏｍ ｉｃａｃｔ ｉｏｎｏｆａｎ ｉｎｓ ｅｃｔｓ ｔｅｒｏ ｉｄｈ ｏｒｍｏｎ ｅ ｉｎ

ｓ ｔｅｒｏ ｉｄ
－

ｉｎｄｕｃｅｄ
ｐ

ｒｏ ｇｒａｍｍｅｄｃ ｅ ｌｌ ｄ ｅａｔｈ ． Ｍｏ ｌｅｃｕ ｌａｒａｎｄ ｃｅ ｌｌｕ ｌａｒｅｎｄｏ ｃｒｉｎ ｏ ｌｏｇｙ
２６３

，１ ８
－２８ ．

Ｉｇａ ，Ｍ ．

；Ｍａｎａｂｏｏｎ
，Ｍ．

，Ｍａｔｓｕ ｉ
，Ｈ ．

，Ｓａｋｕｒａ ｉ

，Ｓ ．

，２０ １ ０ ．Ｃａ
２ ＋

－ＰＫ Ｃ －

ｃａｓｐａ ｓ ｅ３
－

ｌ ｉｋｅｐ ｒｏ ｔｅａｓ ｅｐａｔｈｗａｙ

ｍｅｄ ｉａｔｅｓＤＮＡａｎｄｎｕ ｃ ｌｅａｒｆｒａｇｍｅｎ ｔａｔ ｉｏｎ ｉｎｅｃｄ
ｙｓ ｔ ｅｒｏ ｉｄ －

ｉｎｄｕｃｅｄｐ ｒｏｇｒａｔｍｉ＾ｄｃｅ ｌ ｌｄ ｅａｔｈ ．

Ｍｏ ｌｅｃｕ ｌａｒ ａｎｄｃｅ ｌｌｕ ｌａｒｅｎｄｏ ｃｒｉｎ ｏ ｌｏｇｙ 

３２ １
，１ ４６－

１ ５ １ ．

Ｊ ｉｎｇ ，ＹＰ ．

ＳＬ ｉｕ
，Ｗ．

，Ｗａｎｇ ？
Ｊ ．Ｘ ．

，Ｚｈａｏ ，Ｘ ． Ｆ．

，２０ １ ５ ．Ｔｈ ｅｓ ｔｅｒｏ ｉｄｈｏ ｒｍｏ ｎｅ２ ０ －ｈ
ｙ
ｄｒｏ

＾ｅｃｄｙ ｓｏ ｎｅｖ ｉａ

ｎｏｎｇａｉｏｍｉｃｐ ａｔｈｗａｙａｃｔｉｖ ａｔｅ ｓＣａ
２＋

／ｃａ Ｉｎｉｏ ｄｕ ｌ ｉｎ－ｄｅｐ ｅｎｄ ｅｎｔｐ ｒｏｔｅ ｉｎｋｉｎａｓ ｅＩ Ｉｔｏｒｅｇｕ ｌａｔ ｅｇｅｎ ｅ

ｅｇ ｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ ． ＴｈｅＪｏｕｒｎａ ｌ ｏｆ ｂ ｉｏ ｌｏｇ ｉｃａ ｌ ｃｈｅｉｒｕｓ ｔｒｙ
２９０

，８４６９
－

８４８ １ ．

７９




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

Ｊ ｉｎｇ ，ＹＲ ，Ｗａｎｇ ，Ｄ ．

ｓＨａｎ
，Ｘ ．Ｌ ．

，Ｄｏｎｇ ，Ｄ ．Ｊ ．

，Ｗａｎｇ ，Ｊ ．Ｘ ．

，Ｚｈ ａｏ
，Ｘ．Ｆ ．

，２０ １ ６ ．ＴｈｅＳｔｅ ｒｏ ｉｄＨｏ ｒｍｏｎ ｅ

２０ －Ｈｙｄｒｏ ＞＾ｅｃｄｙ ｓ ｏｎ ｅ Ｃｈａｎ ｃｅｓＧｅｎｅ Ｔｒａｎ ｓ ｃｒｉｐ ｔ ｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｃＡＭＰ Ｒｅ ｓ ｐｏｎｓ ｅ
Ｅ ｌｅｍｅｎｔ

－ｂ ｉｎｄ ｉｎｇ

Ｐｒｏ ｔｅ ｉｎ
（
ＣＲＥＢ

）Ｓ ｉｇｎａ ｌ ｉｎｇ
Ｐａｔｈｗａｙ ．Ｔｈｅ Ｊｏ ｕｒｎａ ｌ ｏｆｂ ｉｏ ｌｏｇ ｉｃａ ｌｃｈｅｍｉｓ ｔ ｒｙ

２９ １
，１２７７ １

－

１ ２７ ８５ ．

Ｊｕｎｇｅ ｒ
， 
Ｍ ．Ａ ．

，Ｒｉｎｔｅ ｌｅｎ
，
Ｆ．

，Ｓｔｏｃｋｅ ｒ
，Ｈ ．

ｓ
Ｗａ ｓ ｓ ｅ ｒｍａｎ

， 
Ｊ ．Ｄ ．

，Ｖｅｇｈ ，
Ｍ．

，
Ｒａｄ ｉｍｅ ｒｓ ｋｉ

， 
Ｔ ．

，Ｇｒｅｅｎ ｂｅ ｉｇ ， 
Ｍ．Ｅ ．

，

Ｈａｆｅｎ
，Ｅ．

，２００３ ．Ｔｈ ｅＤｒｏｓｏｐｈｉｌａｆｏ ｒｋｈｅａｄｔｒａｎ ｓｃｒｉｐ ｔ ｉｏｎｆａｃ ｔｏ ｒＦＯＸＯｍｅｄ ｉａｔｅｓｔｈｅｒｅｄｕｃ ｔ ｉｏｎ ｉｎ

ｃｅ ｌ ｌｎ ｕ ｒｒｆｊ ｅｒ ａｓ ｓ ｏ ｃ ｉａｔｅｄ ｗ ｉｔｈｒｅｄ ｕｃｅｄ  ｉｎ ｓ ｕ ｌｉｎｓ ｉｇｎａ ｌｉｎｇ ．Ｊｏ ｕｒｎ ａ ｌ ｏｆ ｂ ｉｏ ｌｏｇｙ
２

，
２０ ．

Ｋａｋｅ ｉ
， Ｍ ．

ｓ 
Ｉｗａｍ ｉ

， 
Ｍ ．

， 
Ｓａｋｕ ｒａ ｉ

，Ｓ ．

，
２００５ ．Ｄｅａｔｈ ｃｏｍｍ ｉ ｔｍｅｎ ｔ ｉｎ ｔｈｅ ａｎｔｅｒ ｉｏ ｒ ｓ ｉ ｌｋ

ｇ ｌａｎｄ ｏｆ ｔｈ ｅ ｓ ｉ ｌｋｗｏ ｒｍ
，

Ｂｏｍｂｙｘｍｏｒｉ ．Ｊｏ ｕｒｎ ａ ｌｏ ｆ ｉｎ ｓ ｅｃ ｔ
ｐ
ｈｙ ｓ ｉｏ ｌｏｇｙ 

５ １
，１ ７

－２５ ．

Ｋａｔａ ｏ ｋａ
，
Ｈ ．

ｓ
Ｎａｇａｓ ａｗａ

，
Ｈ ．

，
Ｉｓ ｏｇａ ｉ

，
Ａ ．

，
Ｉｓ ｈ ｉｚａ ｋ ｉ

，
Ｈ ．

，Ｓｕ ｚｕｋ ｉ

，
Ａ ．

，１ ９ ９ １ ．Ｐｒｏ ｔｈｏ ｒａｃ ｉｃｏ ｔ ｒｏｐ
ｉｃＨｏ ｒｍｏｎ ｅＯｆ

ｔｈ ｅＳ ｉ ｌｋｗｏ ｒｍ
，Ｂｏｍｂｙｘ

－Ｍｏｒｉ－

Ａｍ ｉｎｏ －Ａｃ ｉｄ － Ｓｅｑ
ｕｅｎｃｅＡｎｄＤｉｍｅ ｒ ｉｃＳ ｔ ｒｕｃｔｕ ｒｅ ．Ａｇ ｒＢ ｉｏ ｌＣｈｅｍ

Ｔｏｋｙ ｏ５５
，７３

－

８６ ．

Ｋｏ ｅ ｌ ｌｅ
，Ｍ ．Ｒ．

，Ｓｅｇｒａ
ｖ ｅｓ

，Ｗ．Ａ ．

，Ｈｏｇｎ ｅｓｓ ，
Ｄ ． Ｓ ．

， １ ９９２ ．ＤＨＲ３ ：ａＤｒｏｓｏｐｈ ｉｌａｓ ｔｅ ｒｏ ｉｄｒｅｃｅｐｔｏ ｒｈｏｍｏ ｌｏｇ
．

Ｐｒｏｃｅｅｄ ｉｎｇｓｏｆ ｔｈ ｅ Ｎａ ｔ ｉｏ ｎａ ｌ Ａｃａｄｅｎ＾
ｏｆ Ｓｃ ｉｅｎ ｃｅｓｏｆ ｔｈｅ Ｕｎ ｉ ｔｅｄＳｔａｔｅｓ ｏ ｆＡｍｅｒｉｃａ８９

，
６ １ ６７ －６ １ ７ １ ．

Ｋｏ ｎ ｉｓ ｈ ｉ

，Ｈ ．

，
Ｙａｍａｕ ｃｈ ｉ

，
Ｅ ＿

，
Ｔａｎ ｉｇｕｃｈ ｉ

，Ｈ ．

，
Ｙａｍａｍｏ ｔｏ

，Ｔ ．

，
Ｍ ａｔ ｓ ｕｚａｋ ｉ

，

Ｈ
”
Ｔａ ｋｅｍｕ ｒａ

，
Ｙ
”Ｏｈｍａｅ

，

Ｋ ，

，

Ｋ ｉｋｋａｗａ
，
Ｕ ，

， 
Ｎ ｉｓ ｈ ｉｚｕｋａ

，
Ｙ．

ｓ２０ ０ １ ．Ｐｈｏ ｓ ｐ
ｈｏ ｒ

ｙ
ｌａｔ ｉｏｎｓ ｉ ｔ ｅｓｏｆ ｐ ｒｏ ｔｅ ｉｎｋ ｉｎａｓ ｅ Ｃｄ ｅ ｌｔａ ｉｎＨ ２〇２

－

ｔ ｒｅａｔｅｄ

ｃｅ ｌ ｌｓａｎｄ ｉｔｓａｃ ｔ ｉｖａｔ ｉｏ ｎｂｙｔｙ ｒｏｓ ｉｎ ｅｋｉｎ ａ ｓ ｅ ｉｎｖ ｉｔ ｒｏ ．Ｐ ｒｏ ｃｅ ｅｄ ｉｎｇ ｓｏ ｆ ｔｈ ｅＮａｔ ｉｏｎａ ｌＡ ｃａｄ ｅ ｒｒｙｏｆ

Ｓｃ ｉｅｎ ｃｅ ｓｏ ｆ ｔｈ ｅＵｎ ｉ ｔｅｄＳｌａｔｅ ｓ ｏ ｆＡｍｅｒｉｃａ９８
，
６５ ８７

－

６５９２ ．

Ｋｏｎ ｏｐ ｏ ｖａ ， 
Ｂ ．

， 
Ｊ ｉｎｄ ｒａ

，Ｍ ．

，
２ ００ ８ ．Ｂｒｏａｄ

－

ｃｏｍｐ ｌｅ ｘ ａｃ ｔｓｄｏｗｎ ｓ ｔ ｒｅａｍ ｏ ｆＭｅｔ ｉｎ
 ｊ
ｕｖ ｅｎ ｉｌｅ ｈｏ ｒｍｏｎ ｅｓ ｉｇｎ ａ ｌ ｉｎ

ｇ

ｔｏｃｏｏ ｒｄ ｉｎａ ｔｅ
ｐ
ｒｉｍ ｉ ｔ ｉｖ ｅＨｏ ｌｏｍｅ ｔａｂｏ ｉａｎｍｅ ｔａｍｏ ｒ

ｐ
ｈｏ ｓ ｉｓ ． Ｄｅｖ ｅ ｌｏｐｍｅｎ ｔ １ ３５

，５５９
－５６８ ．

Ｋｏ ｐ ｅｃ ，
Ｓ ．

，１ ９２２ ．Ｓｔｕ ｄ ｉｅｓｏｎｔｈ ｅｎ ｅｃｅｓｓ ｉ ｔｙ
ｏｆ ｔｈｅｂ ｒａ ｉｎｆｏ ｒ ｔｈｅ ｉｎｃｅｐ ｔ ｉｏｎｏ ｆ  ｉｎ ｓ ｅｃｔｍｅｔａｍｏ ｒ

ｐ
ｈｏ ｓ ｉ ｓ ．Ｂ ｉｏ ｌ

Ｂｕ ｌ ｌ
－Ｕｓ４２

，
３２３

－

３４２ ．

Ｋｏｙ ａｍａ
，Ｔ ．

，Ｒｏｄｒ ｉｇｕ ｅｓ
，Ｍ ．Ａ ．

，Ａ ｔｈ ａｎ ａｓ ｉａｄ ｉｓ
，Ａ ．

，Ｓｈ ｉｎｇ ｌｅ ｔｏ ｎ
，Ａ ．Ｗ ．

，Ｍ ｉ ｒｔｈ
，Ｃ ． Ｋ ．

，２０ １ ４ ．Ｎｕ ｔｒ ｉｔ ｉｏｎａ ｌ

ｃｏ ｎ ｔｒｏ ｌ ｏｆ ｂｏｄｙ 

ｓ ｉｚｅ ｔｈ ｒｏ ｕｇｈ ＦｏｘＯ－Ｕ ｌｔ ｒａｓ ｐ ｉｒａｃｌｅｍｅｄ ｉａｔｅｄｅｃｄｙｓ ｏ ｎ ｅ ｂ ｉｏ ｓｙ ｎ ｔｈｅｓ ｉｓ ， ｅ ｌｉｆｅ３ ．

Ｋｒｕ ｐｎ ｉｃｋ
，

Ｊ ． Ｇ
，Ｂｅｎｏｖ ｉｃ

，Ｊ ． Ｌ ．

Ｓ１ ９９ ８ ．Ｔｈ ｅｒｏ ｌｅｏ ｆｒｅｃｅｐ
ｔ ｏ ｒｋ ｉｎ ａ ｓ ｅ ｓａｎｄａｒｒｅｓ ｔ ｉｎｓ ｉｎＧ

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉｎ －

ｃｏｕｐ
ｌｅｄ

ｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒ ｒｅｇｕ ｌａｔ ｉｏｎ ． Ａｎ ｎｕａ ｌ ｒｅｖ ｉｅｗｏ ｆ
ｐ ｈ ａｒｍａｃｏ ｌｏｇｙ 

ａｎ ｄ ｔｏｘｉｃｏ ｌｏｇｙ３
８

，
２８９－

３ １９ ．

Ｋｕｈ ｒ
，ＲＫ ．

，Ｓｍ ｉ ｔｈ
，
Ｋ ．Ａ ．

，Ｓｏｎｇ ，Ｍ ．Ｙ
，Ｌｅｖ ｉ ｔａｎ

， Ｉ ．

，％ａｎ ．Ｊ ．Ｘ ．

，２ ０ １ ２ ．Ｎｅｗｍｅｃｈ ａｎ ｉｓ ｍｓｏ ｆ
ｐ
ｕ ｌｍｏｎａｒｙ

ａｒｔ ｅ ｒ ｉａ ｌｈｙｐ
ｅｒｔ ｅｎ ｓ ｉｏｎ ：ｒｏ ｌｅｏ ｆＣａ

（
２

） （
＋

）ｓ ｉｇｎ ａ ｌ ｉｎ ｇ ．Ａｍｅｒ ｉｃａｎｊ
ｏｕｒｎ ａ ｌｏ ｆ

ｐｈｙ ｓ ｉｏ ｌｏｇｙ ．Ｈｅａ ｒｔａｎｄ

ｃ ｉ ｒｃ ｕ ｌａ ｔｏ ｉｙｐ
ｈ
ｙ ｓ ｉｏ ｌｏｇｙ 

３０２
，Ｈ １ ５４６－

１ ５６２ ．

Ｌａｎ
，Ｑ ．

，Ｈ ｉｒｕｍａ
，Ｋ ．

，Ｈｕ
，Ｘ ．

ｓ
Ｊ ｉｎｄｒａ

，
Ｍ ．

，Ｒ ｉｄｄ ｉｆｏｒｄ
，Ｌ ．Ｍ ．

，１ ９９９ ．Ａ ｃｔ ｉｖａｔ ｉｏｎｏｆ ａｄ ｅ ｌａｙ ｅ
ｄ －

ｅａ ｒ ｉｙｇｅｎｅ

ｅｎ ｃｏｄ ｉｎｇ
ＭＨＲ３ｂｙ 

ｔｈｅ ｅｃｄｙｓ ｏｎｅ ｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒ ｈｅｔｅｒｏｄ ｉｍｅ ｒ ＥｃＲ－Ｂ ｌ
－Ｕ ＳＰ－

１ｂ ｕ ｔ ｎｏ ｔ ｂｙ
ＥｃＲ－Ｂ ｌ

－ＵＳ Ｐ－ ２ ．

Ｍ ｏ ｌｅｃｕ ｌａｒ ａｎｄｃｅ ｌ ｌｕ ｌａｒｂ ｉｏ ｌｏｇｙ １ ９
，４８９７

－４９０ ６ ，

Ｌｅ ｉｔｇｅｓ ，
Ｍ ．

，
Ｍ ａｙ ｒ

，Ｍ ．

，Ｂ ｒａ ｕｎ
， 
Ｕ．

， 
Ｍ ａｙ ｒ

，ＬＴ ．

，Ｌ ｉ
，Ｃ ．

，
Ｐ ｆｉｓ ｔｅ ｒ

，Ｇ ，Ｇｉ ａ ｆｆａ ｒ ｉ

－Ｔａｂ ｒ ｉ ｚ ｉ
，
Ｎ ．

，Ｂａ ｉｅ ｒ
，Ｇ ，

Ｈｕ
，
Ｙ

，

Ｘｕ
，Ｑ ．

，２００ １ ．Ｅｘａｃ ｅ ｒｂ ａｔｅｄｖｅ ｉｎｇｒａ ｆｔａ ｒｔｅｒｉｏ ｓ ｃ ｌｅｒｏ ｓ ｉ ｓ ｉｎｐ ｒｏ ｔｅ ｉｎｋ ｉｎ ａｓ ｅＣｄｅ ｌｔａ
－ｎｕ ｌ ｌｍ ｉｃｅ ．Ｔｈｅ

Ｊｏ ｕｒｎ ａ ｌ ｏ ｆｃ ｌ ｉｎ ｉｃａ ｌ ｉｎｖｅｓ ｔ ｉｇａｔ ｉｏｎ１０８
，１ ５０５ －

１ ５ １ ２ ．

Ｌｅｖ ｅ ｒｒｉｅ ｒ
，Ｓ ．

，
Ｖｋ ｌ ｉｅｎ ｔ ｉｎ

，Ａ ．

，Ｊｏ ｕｂｅｒｔ
，Ｄ ．

，２０ ０２ ．Ｐｏ ｓ ｉｔ ｉｖ ｅｆｅｅｄｂ ａｃｋｏｆ
ｐ ｒｏ ｔｅ ｉｎｋ ｉｎ ａ ｓ ｅＣｐ

ｒｏ ｔｅｏ ｌｙｔ ｉｃ

ａｃ ｔ ｉｖ ａ ｔ ｉｏ ｎｄｕｒｉｎｇ 
ａｐ

ｏ
ｐ ｔｏ ｓ ｉ ｓ ． Ｔｈｅ Ｂ ｉｏ ｃｈ ｅｍ ｉｃａ ｌ

ｊｏ ｕｒｎ ａ ｌ ３６８
，９０５

－

９ １ ３ ．

Ｌｅｗ ｉ ｓ
，Ｒ ． Ｓ ．

，２０ １ １ ．Ｓｔ ｏｒｅ
－

ｏｐｅ ｒａｔｅｄｃａ ｌｃ ｉｕｍｃｈａｎｎｅ ｌｓ ：ｎ ｅｗ
ｐ

ｅｒｓ ｐ
ｅ ｃｔ ｉｖｅ ｓｏｎｍｅｃｈ ａｎ ｉｓ ｍ ａｎｄｆｕ ｎｃ ｔ ｉｏｎ ．

Ｃｏ ｌｄＳ
ｐ ｒｉｎ ｇ

Ｈａ ｒｂｏ ｒ
ｐ ｅ ｒｓ ｐｅｃｔ ｉｖ ｅｓ  ｉｎ ｂ ｉｏ ｌｏｇｙ

３ ．

Ｌ ｉ

ｓＹ． Ｂ ．

，Ｌ ｉ

ｓ
Ｘ ．Ｒ ＊

，Ｙａｎｇ ，
Ｔ

．

ｓＷａｎｇ ｓ
Ｊ ．Ｘ ．

，
Ｚｈ ａｏ

，
Ｘ ．Ｆ．

，２０ １ ６ ．Ｔｈ ｅｓ ｔｅｒｏ ｉｄｈ ｏ ｒｍｏｎ ｅ２０
－

ｈｙｄ ｒｏ ｘｙ ｅｃｄｙ ｓｏｎ ｅ

ｐ ｒｏｍｏ ｔｅ ｓｓｗ ｉｔｃｈ ｉｎｇ
ｆｒｏｍ ａｕｔｏ

ｐ
ｈａｇｙ

ｔｏａｐ ｏｐｔｏｓ ｉｓｂｙ ｉｎ ｃ ｒｅ ａ ｓ ｉｎｇ
ｉｎｔｒａｃｅ ｌ ｌｕ ｌａ ｒ ｃａ ｌｃ ｉｕｍ ｌｅｖｅ ｌｓ ．Ｉｎｓ ｅｃｔ

ｂ ｉｏｃｈｅｍ ｉｓ ｔｒｙａｎ ｄｍｏ ｌｅｃｕ ｌａｒｂ ｉｏ ｌｏ ｇｙ
７９

，７３
－ ８６ ．

Ｌ ｉ
，
Ｙ Ｂ ．

，

Ｐｅ ｉ
，Ｘ ． Ｙ

，

Ｗａｎｇ ，
Ｄ

”Ｃｈｅｎ
，
Ｃ ．Ｈ ．

，
Ｃａ ｉ

，
Ｍ．Ｊ ．

，
Ｗａｎｇ ，

Ｊ ．Ｘ ．

，
Ｚｈａｏ

，Ｘ ．Ｒ
，

２０ １ ７．Ｔｈｅｓ ｔｅｒｏ ｉｄ

ｈｏ ｒｍｏｎｅ２０ －ｈｙｄ ｒｏ
＾ ｅｃｄｙ ｓｏ ｎ ｅ ｕ

ｐ
ｒｅｇｕ ｌａｔｅｓｃａ ｌｃ ｉｕｍ ｒｅ ｌｅａｓ ｅ

－

ａｃ ｔ ｉｖａ ｔｅｄｃａ ｌｃ ｉｕｍ ｃｈａｎｎｅ ｌ ｍｏｄｕ ｌａ ｔｏ ｒ１

ｅｘ
ｐ ｒｅｓ ｓ ｉｏｎ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅａｐｏｐｔｏ ｓ ｉｓ  ｉｎ ｔｈｅ ｍ ｉｄｇｕｔｏ ｆ Ｈｅ ｌ ｉｃｏｖｅ ｒｐａ ａｒｍｉｇｅｒａ ． Ｃｅ ｌ ｌｃａ ｌｃ ｉｕｍ ６８

，
２４－

３３ ．

８０


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

Ｌ ｉｏｕ
，
Ｊ ．

，Ｆ ｉｖａｚ
，
Ｍ ．

，
Ｉｎｏｕｅ

，
Ｔ．

，Ｍｅｙｅ ｒ
，
Ｔ ．

，２０ ０７ ．Ｌ ｉｖｅ －ｃｅ ｌ ｌ ｉｍａｇ ｉｎｇｒｅｖｅａ ｌｓｓ ｅｑｕｅｎｔ ｉａ ｌｏ ｌ ｉｇｏｍｅｒｉｚａｔ ｉｏｎ

ａｎｄ ｌｏ ｃａ ｌ

ｐ
ｌａｓ ｍａｍｅｍｂｒａｎｅｔａｒ

ｇｅｔ ｉｎｇ 
ｏｆ ｓ ｔｒｏｍａ ｌ ｉｎｔｅｒａｃｔ ｉｏｎｍｏ ｌｅｃｕ ｌｅ１ａ ｆｔｅ ｒＣａ

２ ４
＊

ｓ ｔｏ ｒｅ ｄｅｐ ｌｅｔ ｉｏｎ ．

Ｐｒｏ ｃｅｅｄ ｉｎｇｓｏｆｔｈｅＮａｔ ｉｏｎａ ｌＡｃａｄ ｅｎ＾ｏｆＳｃ ｉｅｎｃｅｓｏｆｔｈ ｅＵｎ ｉｔｅｄＳｔａｔｅｓｏ ｆＡｍｅｒｉｃａ１ ０４
，

９３０ １
－９３０ ６ ．

Ｌ ｉｏｕ
， 
Ｊ ．

， 
Ｋ ｉｍ

， 
Ｍ． Ｌ ．

，Ｈｅｏ
，
Ｗ ．Ｄ ．

， 
Ｊｏｎｅ ｓ

， 
Ｊ ．Ｔ．

，Ｍｙｅｒｓ ，Ｊ ．Ｗ ．

， 
Ｆｅ ｒｒｅ ｌ ｌ

， 
Ｊ ． Ｅ ．

，Ｊｒ ．

，
Ｍ ｅｙ ｅｒ

， 
Ｔ．

；２０ ０ ５ ．ＳＴＩＭ ｉ ｓａ

Ｃａ
２＋

ｓ ｅｎｓ ｏ ｒｅｓ ｓｏｉ ｔ ｉａ ｌｆｏｒＣａ
２＋

－

ｓ 
ｔｏ ｒｅ －ｄｅｐ
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，Ｊ ．

，Ｌ ｉｕ
，Ｊ ．

，

Ｌａｎｄｍａ ｒｋ
， 
Ｍ ．

， 
Ｍ ａｔｓ ｕｍｏ ｔｏ

， 
Ｓ ．

， 
Ｍｅｙｅｒ

ｉｎｇ
－＾ ｓ

， 
Ｍ ．

， 
Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉｃｈ ａｐ ， 

Ｐ．Ｊ ．

， 
Ｍｏｎ ｔｅ ｉｒｏ

，
Ａ ．

，
Ｍ ｒｉｎ ａ Ｉ

３
Ｎ．

ｓ
Ｎ ｉ ｉｍ ｉ

，

Ｔ ．

，Ｎｏｗａｒａ
，Ｄ ．

，Ｏｈｎ ｉ ｓｈ ｉ
，Ａ ．

ｓＯｏ ｓ ｔｒａ
，Ｖ ，Ｏ ｚａｋ ｉ

，Ｋ ．

，Ｐａｐ ａｋｏｎ ｓ ｔａｎｔ ｉｎｏｕ
，
Ｍ ．

，Ｐｏｐａｄ ｉｃ
，Ａ ．

，Ｒａｊ
ａｍ

，

Ｍ ． Ｖ
ＳＳａｅｎｋｏ ，Ｓ ．

，Ｓ ｉ ｎｐ ｓ ｏｎ
，
Ｒ ．Ｍ ．

，Ｓｏ ｂ ｅｒｏ ｎ
，
Ｍ ．

，Ｓ ｔｒａｎｄ
，Ｍ． Ｒ ．

，
Ｔｏｍ ｉｔａ

，Ｓ ．

，
Ｔｏｐ ｒａ ｋ

，Ｕ ，

，Ｗａｎｇ ，Ｐ．

，

Ｗｅｅ
？ 
Ｃ ．Ｗ．

，
Ｗ ｈｙａ ｒｄ

， 
Ｓ ．

，
Ｚｈａｎｇ ， 

Ｗ．

，
Ｎａｇａｒａｊ

ｕ
，
Ｊ ．

，
Ｆｆｒｅｎｃ ｈ －Ｃｏｎ ｓ ｔ ａｎ ｔ

， 
Ｒ ．Ｈ ．

，
Ｈｅ ｒｒｅｒｏ

，
Ｓ ．

，
Ｇｏ ｒｄｏ ｎ

，
Ｋ ．

，

Ｓｗｅｖｅｒｓ
，
Ｌ ，

，Ｓｍａｇｇｈｅ ，
Ｇ

， 
２ ０ １ １ ．ＲＮＡ ｉｎ ｔｅ ｒｆｅｒｅｎ ｃｅ ｉｎＬｅ

ｐ ｉｄｏｐ
ｔｅ ｒａ ：ａｎｏｖ ｅｒｖ ｉｅｗ ｏ ｆ ｓ ｕ ｃ ｃ ｅ ｓ ｓ  ｆｕ ｌ ａｎｄ

ｕ ｎｓｕｃ ｃｅｓｓ ｆｉｉ ｌｓ ｔｕｄ ｉｅｓａｎｄ ｉｎｐ ｌ ｉｃ ａ ｔ ｉｏｎ ｓｆｏ ｒｅ＾ ｅｒ ｉｍｅｎ ｔａ ｌｄ ｅ ｓ ｉ

ｇｎ ．Ｊｏｕ ｒｎａ ｌｏｆ ｉｎ ｓ ｅ ｃｔ
ｐｈｙｓ

ｉｏ ｉｏｇｙ５７，

２３ １
－２４５ ．

Ｔｅ ｒｒｙ ，Ｌ ． Ｅ ．

，ＶｅｒＭ ｅｅ ｒ
，Ｍ．

，Ｇｉ ｌｅｓ
，Ｊ ．

，
Ｔ ｒａｎ

，Ｑ ．Ｋ ．

，２０ １ ７ ．Ｓｕｐｐ ｒｅｓ ｓ ｉｏｎｏｆ ｓ ｔｏ ｒｅ
－ｏ

ｐｅ
ｒａｔｅｄＣａ

（

２＋

）
ｅｎ ｔ ｒｙｂｙ

ａｃ ｔ ｉｖａｔ ｉｏ ｎｏ ｆＧＰＥＲ：ｃ ｏｎ ｔ ｒｉｂ ｕ ｔ ｉｏ ｎｔｏａｃ ｌ ａｍｐ
ｉｎｇｅ ｆｆｅｃ ｔｏｎｅｎｄｏ ｔｈｅ ｌ ｉａ ｌＣａ

２＋ｓ ｉｇｎａ ｌｉｎｇ ．Ｔｈｅ

Ｂ ｉｏ ｃｈｅｍ ｉｃａ ｌ

ｊ
ｏ ｕ ｒｎ ａ ｌ４７４

，３６２７
－

３６４２ ．

Ｔｈｏｒｑ？ ｓ ｏｎ
，Ｅ ．Ｂ ．

， １ ９９５ ．Ｓｔ ｅｒｏ ｉｄｈ ｏｒｍｏｎ ｅｓ ．Ｍ ｅｍｂｒａｎ ｅｔｒａｎ ｓ
ｐｏｒｔ ｅｒｓｏ ｆｓ ｔｅｒｏ ｉｄｈ ｏ ｒｍｏｎ ｅｓ ．Ｃｕｒｒｅｎ ｔ

ｂ ｉｏ ｌｏｇｙ
：ＣＢ５

，７３０
－７３２ ．

８４
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

Ｔ ｉａｎ
，Ｌ ，

Ｌ ｉｕ
，Ｓ ．

，Ｌ ｉｕ
，Ｈ ．

，Ｌ ｉ
，Ｓ ．

，２０ １ ２ ．２０ －ｈｙｄ ｒ〇 ｊ＾ｅｃｄｙ ｓ ｏｎｅｕｐｒｅｇｕ ｌａｔｅｓａｐｏｐｔｏｔ ｉｃ
ｇｅｎｅｓａｎｄ ｉｎｄｕｃｅｓ

ａｐｏｐｔｏ ｓ ｉｓ  ｉｎ ｔｈ ｅｆｅｔ ｂｏｄｙ ． Ａ ｒｃｈ ｉｖｅｓ ｏｆ  ｉｎｓ ｅｃｔ ｂ ｉｏｃｈｅｍｉｓ ｔｒｙ
ａｎｄ

ｐ
ｈｙ ｓ ｉｏ ｌｏｇｙ 

７９
，
２０７ －２ １９ ．

Ｕｈ ｌ ｉｒｏｖａ
，
Ｍ ．

，
Ｆｏｙ，

Ｂ ．Ｄ ．

，Ｂｅａｔｙ，
Ｂ ． Ｊ ．

ｊ
Ｏ ｌｓ ｏｎ

，
Ｋ ．Ｅ ．

，
Ｒ ｉｄｄ ｉ ｆｏ ｒｄ

，
Ｌ ．Ｍ ．

，
Ｊ ｉｎ ｃｉ ｒａ

，
Ｍ ．

，２００３ ．Ｕｓ ｅｏｆ Ｓ ｉｎｄｂ ｉｓ

ｖ ｉｒｕ ｓ
－ｍｅｄ ｉａｔｅｄＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅ ｒｅｎ ｃｅｔｏｄｅｍｏｎｓ ｔｒａｔｅａｃｏｎｓｅ ｒｖｅｄｒｏ ｌｅｏｆＢｒｏａｄ －Ｃｏ ｎｐ ｌｅｘ ｉｎ ｉｎ ｓ ｅｃｔ

ｍｅｔａｍｏ ｒ
ｐ
ｈｏ ｓ ｉ ｓ ． Ｐｒｏ ｃｅｅｄ ｉｎｇｓｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔ ｉｏｎａ ｌ Ａｃａｄｅ ｒｒ＾

ｏ ｆ Ｓｃ ｉｅｎ ｃｅ ｓｏｆ ｔｈｅ Ｕｎ ｉｔｅｄＳｔａｔｅ ｓｏ ｆＡｍｅ ｒ ｉｃａ

１ ００
，１ ５６０７

－

１ ５６ １ ２ ．

Ｗａｎｇ ，
Ｄ ．

，Ｌ ｉ
，Ｘ ． Ｒ．

，Ｄｏｎｇ ，
Ｄ ．Ｊ ．

，Ｈｕａｎｇ ，Ｈ．

ｓＷａｎｇ ，
Ｊ ． Ｘ．

，
Ｚｈａｏ

，Ｘ ．Ｆ．

，２ ０ １ ６ａ ．Ｔｈ ｅＳｔｅｒｏ ｉｄＨｏｒｍｏｎ ｅ

２０
－Ｈｙｄ ｒｏ ５＾ ｅｃｄｙ ｓ ｏｎｅＰｒｏｍｏ ｔｅｓ ｔｈｅＣｙ ｔｏｐ ｌａｓｍｉｃＬｏｃａ ｌ ｉ ２ａｔ ｉｏｎｏｆＹｏｒｋ ｉｅｔｏＳｕｐｐ ｒｅｓ ｓＣｅ ｌ ｌ

Ｐｒｏ ｌｉｆｅ ｒａｔ ｉｏｎａｎｄ  Ｉｎｄｕｃｅ Ａｐ
ｏｐｔｏ ｓ ｉｓ ． Ｔｈｅ Ｊｏ ｕ ｒｎａｌ ｏｆ ｂ ｉｏ ｌｏｇ ｉｃａ ｌｃｈｅｎｕｓ ｔｒｙ

２９ １
，２ １ ７６ １

－２ １ ７７０ ．

Ｗａｎｇ ， 
Ｄ ．

，

Ｐｅ ｉ
，
Ｘ ＿ Ｙ

”Ｚｈａｏ ，
Ｗ． Ｌ

”Ｚｈａｏ ，Ｘ ． Ｆ．

，２０ １ ６ｂ ．Ｓｔｅ ｒｏ ｉｄｈｏ ｒｍｏｎｅ２０ －ｈｙ
ｄ ｒｏ砂 ｅｃｄｙ ｓ ｏｎ ｅ

ｐ
ｒｏｍｏ ｔｅｓ

ｈ ｉｇｈ ｅｒ ｃａ ｌ ｃ ｉｕｍｍｏｂ ｉｌｉｚａｔ ｉｏｎｔｏ  ｉｎｄｕｃｅ ａｐｏｐｔｏ ｓ ｉ ｓ ． Ｃｅ ｌｌｃ ａ ｌｃ ｉｕｍ６０
， １

－

１ ２ ．

Ｗａｎｇ ，Ｄ ．

ｓ
Ｚｈａｏ

，Ｗ．Ｌ ．

，Ｃａ ｉ
，
Ｍ ．

Ｊ ．

，Ｗａｎｇ ，
Ｊ ．Ｘ ．

，
Ｚｈａｏ

，
Ｘ ．Ｆ．

，２０ １ ５ ．Ｇ －

ｐ ｒｏｔｅ ｉｎ－

ｃｏｕｐ
ｌｅｄｒｅｃｅ

ｐ
ｔｏ ｒｃｏｎ ｔ ｒｏ ｌｓ

ｓ ｔｅ ｒｏ ｉｄｈｏ ｒｍｏｎｅｓ ｉｇｎａ ｌｉｎｇ
ｉｎｃｅ ｉ ｌｍｅｍｂｒａｎ ｅ ．Ｓｃ ｉｅｎｔ ｉｆｉｃｒｅｐｏｒｔｓ５

，
８６７５ ．

Ｗａｎｇ ，Ｓ ．Ｆ．

，
Ｌ ｉ

，Ｃ ．

，Ｚｈ ｕ ， 
Ｊ ．

，
Ｍ ｉｕｍ

，Ｋ ．

，
Ｍ ｉｋｓ ｉｃｅ ｋ

，
Ｒ．Ｊ ．

，
Ｒａ ｉｋｈｅ ｌ

，
Ａ ．Ｓ ．

，
２０００ ．Ｄ ｉｆｆｅｒｅｎ ｔ ｉａ ｌ ｅｇ ｒｅｓ ｓ ｉｏｎａｎｄ

ｒｅｇｕ ｌａｔ ｉｏｎｂｙ２０
－ｈｙｄ ｒｏ ｊ＾ ｅｃｄｙ ｓ ｏｎｅｏｆｍｏ ｓ ｑｕ ｉｔｏｕ ｌｔｒａｓｐ ｉｒａｃ ｌｅ ｉｓ ｏｆｏ ｒｍｓ ．Ｄｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎｔａ ｌｂ ｉｏ ｌｏｇｙ

２ １ ８
，９９

－

１ １ ３ ．

Ｗｅｂｂ
，Ｂ ． Ｌ ．

，Ｈ ｉ ｒｓ ｔ
，Ｓ ． Ｊ ．

，Ｇ ｉｅｍｂｙ ｃ ｚ ，Ｍ ．Ａ ．

，２ ００ ０ ．Ｐｒｏ ｔｅ ｉｎｋ ｉｎ ａ ｓ ｅＣ ｉ ｓ ｏｅｎｚ
ｙｍｅ ｓ ：ａｒｅｖ ｉｅｗｏｆｔｈｅ ｉｒ

ｓ ｔｒｕ ｃ ｔｕ ｒｅ
，
ｒｅｇ ｕ ｌａｔ ｉｏｎａｎｄｒｏ ｌｅ ｉｎｒｅｇｕ ｌａ ｔ ｉｎｇ

ａ ｉ ｒｗａｙ ｓｓｍｏｏ ｔｈｍｕ ｓ ｃ ｌｅｔｏｎ ｅａｎｄｍ ｉｔｏｇｅｎ ｅｓ ｉｓ ．Ｂｒ ｉ ｔ ｉｓ ｈ

ｊ
ｏ ｕｒｎ ａ ｌｏｆ

ｐ
ｈ ａｒｍａｃｏ ｌｏｇｙ

１ ３０
，１４３３ －

１ ４５ ２ ．

Ｘｕ
９
Ｊ ．

，Ｗａｎｇ ，
Ｘ ． Ｆ．

，Ｃｈｅｎ ，Ｐ．

，Ｌ ｉｕ
，Ｆ ．Ｔ ．

，
Ｚｈｅｎｇ ，Ｓ ． Ｃ ．

，Ｙｅ ，Ｈ ．

，
Ｍｏ

，Ｍ ．Ｈ ．

，２０ １ ６ ．ＲＮＡＩｎ ｔｅ ｒ ｆｅｒｅｎ ｃｅ ｉｎ

Ｍ ｏ ｔｈｓ ： Ｍ ｅｃｈａｎ ｉｓｍｓ
， 
Ａｐｐ ｌｉｃａｔ ｉｏｎｓ

，
ａｎ ｄ Ｐｒｏｇｒｅｓ ｓ ． Ｇｅｎｅｓ７．

Ｙａｎｇ ，Ｄ ．

，Ｃｈａ ｉ

，Ｌ ｓＷａｎｇ ，Ｊ
．

３Ｚｈ ａｏ
，Ｘ ．

，２０ ０ ８ ．Ｍｏ ｌｅｃｕ ｌａ ｒｃ ｌｏ ｎ ｉｎｇａｎｄｃｈａｒａｃｔｅ ｒ ｉ ｚａｔ ｉｏ ｎｏ ｆＨｅａ ｒｍ

ｃａ ｓ ｐ
ａｓ ｅ －

１  ｆｒｏｍＨｅ ｌ ｉｃｏｖｅｒｐａ ａｒｍｉｇｅｒａ ． Ｍｏ ｌｅｃｕ ｌａ ｒ ｂ ｉｏ ｌｏｇｙ
ｒｅｐｏ ｒｔｓ３５

，
４０５

－４ １２ ．

Ｙａｏ
，
Ｔ．Ｐ ．

，
Ｆｏ ｒｍａｎ

，Ｂ ．Ｍ ．

，Ｊ
ｉａｎｇ ，

Ｚ ．

，Ｃｈ ｅ ｒｂａｓ
，
Ｌ ．

，Ｃｈｅｎ ，
Ｊ ． Ｄ ．

，
Ｍ ｃＫｅｏｗｎ

，Ｍ．

？
Ｑｉ ｅｒｂａｓ

，
Ｐ ．

，
Ｅｖａｎｓ

， 
ＫＭ ．

，

１９９ ３ ．Ｆｕｎｃｔ ｉｏ ｎａ ｌｅ ｃｄｙｓ ｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏ ｒ ｉｓｔｈｅ
ｐｒｏ ｄ ｕｃｔｏ ｆ ＥｃＲ ａｎｄＵｌｔｒａｓ ｐ ｉｒａｃ ｌｅ

ｇｅｎｅｓ ．Ｎａｔ ｕ ｒｅ３６６
，

４７６－４７９ ．

Ｙｉｎ
，
Ｖ．Ｐ ．

， 
Ｔｈｕｍｍｅ ｌ

，
Ｃ ． Ｓ ．

，２００ ５ ． Ｍ ｅ ｃｈａｎ ｉ ｓ ｍｓｏｆ ｓ ｔｅ ｒｏ ｉｄ －

ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ ｐ
ｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅ ｌ ｌ ｄｅａｔｈ ｉｎＤｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａ ．
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致谢

五年的研宄生生活马上就要结束了 ， 在这毕业之际 ， 我对所有帮助过我的老

师 ， 同学包括已经毕业的师兄师姐和实验室的师弟师妹表示衷心的感谢 ！

首先 ， 最要感谢的是我的导师赵小凡教授 。 在这五年的学习 生涯中 ， 从课题的

选择确定 ， 实验的 设计 ， 结果的分析 以及最后论文的写作无不凝聚着赵老师的心血

和汗水 。 其次还要 由衷的感谢王金星老师 。 是您在组会上
一

次次的指导和 点评 ， 才

使得我的课题研宂更加完善 ， 论文得 以顺利发表 。 经过五年的相处 ， 我深深地感受

到 了两位老师严谨认真的工作态度 ， 海量的 的知识储备 以及独特的研宄视角 。 这些

优秀的 品质无不让人敬仰 ， 是我 以后学习 的榜样 。 我现在 以及以后所取得成绩与两

位老师的影响是分不开的 。 再次感谢两位老师并致 以最诚挚的祝福 ！

感谢在实验室工作 的康翠洁老师 ， 董杜鹃老师 ， 石秀贞老师 ， 王显伟老师 以及

邵红莲老师在实验和生活中对我的帮助 。 谢谢各位老师 ！

感谢己经毕业的刘文师兄 ， 蔡美娟师姐 ， 张孝乾师兄 ， 荆玉谱师兄 ， 栗相如师

姐在我刚进实验室时对我的 引 导和帮助 。 感谢赵文丽师姐 ， 王迪师姐 ， 李永波师兄 ，

郭付腾师兄 ， 孙洁洁师姐 ， 刘倩师姐在实验及生活上的关心和帮助 。 感谢徐计东 ，

杨婷 ， 谢亚凯 ， 裴旭阳 ， 许玲 ， 安明玉等 同级同学 ， 感谢实验室的韩晓林 ， 姚友香 ，

潘静 ， 张俊英 ， 康新乐 ， 邸宇琴 ， 李艳雪 ， 李艳丽 ， 陈敬 ， 牛国娟 ， 李静 ， 张强 ，

高洁 ， 张可诒 ， 冯 肖 舞 ， 高杰 ， 何中华 ， 霍利杰等师弟师妹们给予 的理解和帮助 。

祝你们学业顺利 ， 前程似锦 。

最后 ， 感谢我的家人 ， 感谢爸爸妈妈 ， 姐姐和女友 ， 你们无私的关怀和支持是

我在学 习和生活中 强大的精神动力和 坚实的后盾 。 我会用不懈的努力来回报你们对

我的关心 。

本论 文 受 国 家 自 然科 学 基金 （ ３ １ ５７ ２３ ２８ ） 、 国 家 自 然 科 学基金 重 点 项 目

（ ３ １２ ３０ ０６７ ，３ １ ７３００ ８３ ） 、 国家重大基础研究发展计划 ９７ ３（ ２０ １ ２ＣＢ １ １ ４ １ ０ １ ） 在经

费上的支持 ， 在此表示感谢 。
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